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1. Einleitung 
 
1.1. Das Ovarialkarzinom 
 
1.1.1. Epidemiologie und Risikofaktoren 
 
Jedes Jahr werden etwa 8000 Neuerkrankungen maligner Ovarialtumoren in 
Deutschland diagnostiziert. Mit einem Anteil von 3,5% an allen bösartigen 
Neubildungen ist das Ovarialkarzinom die siebthäufigste Malignomerkrankung 
der Frau. Bei den Tumorentitäten, die die meisten Krebssterbefälle 
verursachen, steht es sogar an fünfter Stelle (GBE des Bundes, 2013; Siegel et 
al., 2014). Das Ovarialkarzinom ist somit das gynäkologische Malignom mit der 
höchsten tumorbedingten Letalität. 
Da mehr als 60% der Erkrankungsfälle durch mangelnde Screening-
möglichkeiten erst in einem späten Stadium (T3) diagnostiziert werden, weist 
dieses Karzinom eine 5-Jahres-Überlebensrate von nur 38% auf. Während die 
Erkrankungsrate seit den 1990er Jahren in Deutschland sinkt, nimmt die 
Sterberate weniger deutlich ab (GBE des Bundes, 2013), wodurch sich die 
Erforderlichkeit der Entwicklung besserer Therapiemöglichkeiten für diese 
Erkrankung ergibt. 
Risikofaktoren für die Entstehung eines Ovarialkarzinoms sind das Alter 
(höchste Inzidenz im 6. und 7. Dezennium), die Zugehörigkeit zur weißen 
Rasse und endokrine Faktoren wie eine frühe Menarche, eine späte 
Menopause und primäre Sterilität (Gerber et al., 2006). Epidemiologische 
Analysen und experimentelle Befunde sprechen dafür, dass die Entstehung des 
Ovarialkarzinoms im Zusammenhang mit der Anzahl der Ovulationen im Leben 
einer Frau steht. Je mehr ovulatorische Zyklen eine Frau durchlaufen hat, desto 
größer wird ihr Risiko am Ovarialkarzinom zu erkranken. Hierfür sprechen auch 
Beobachtungen, dass das Risiko mit der Einnahme von hormonellen 
Ovulationshemmern, mit steigender Anzahl von Schwangerschaften und langen 
Stillzeiten sinkt (Breckwoldt et al., 2008). Eine Hormonersatztherapie über einen 
längeren Zeitraum oder eine reine Östrogensubstitution erhöhen das Risiko für 
das Auftreten dieses Malignoms. Diätetische Risikofaktoren wie Adipositas und 
hoher Fleischkonsum, aber auch chronische Entzündungen und 
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Umweltfaktoren können die Entstehung des Karzinoms begünstigen (Gerber et 
al., 2006). 
Des Weiteren ist eine belastete Familienanamnese von Bedeutung, denn 10% 
der Ovarialkarzinome sind genetisch bedingt. Erblich bedingte Ovarialkarziome 
gehen typischerweise mit einem ungewöhnlich jungen Erkrankungsalter und 
gehäuftem Auftreten in der Familie einher, meist assoziiert mit gehäuften 
Brustkrebs-Erkrankungsfällen, seltener mit Darm- und Gebärmutterkrebs oder 
anderen Tumoren. Mit dem Nachweis der Keimbahnmutation in einem 
verantwortlichen Gen (z.B. BRCA1, BRCA2, MLH1, MSH2 oder TP53) erhöht 
sich das Lebenszeitrisiko um das 3-50fache (S3-Leitlinie Ovarialtumoren, 
2013). 
 
1.1.2. Histologie und Stadieneinteilung 
 
Für das Ovar ergeben sich entsprechend der WHO-Klassifikation drei 
histologische Hauptgruppen von Tumoren: epitheliale, Keimstrang-Stroma und 
Keimzelltumoren. Die epithelialen Tumoren leiten sich vom Müller-
Oberflächenepithel des Ovars ab und können wiederum unterteilt werden in 
benigne, Borderline- und maligne Tumoren (Böcker et al. 2004). Bei einem 
Drittel der epithelialen Tumoren des Ovars handelt es sich um einen malignen 
epithelialen Tumor und damit um das eigentliche Ovarialkarzinom. Anhand 
histopathologischer Kriterien und molekulargenetischer Veränderungen 
ergeben sich fünf histologische Haupttypen des Ovarialkarzinoms, die für 95% 
der epithelialen, malignen Tumoren aufkommen: High-grade serös (70%), 
endometrioid (10%), klarzellig (10%), muzinös (3%) und low-grade serös (<5%) 
(Prat, 2012). Da sich diese verschiedenen Typen hinsichtlich epidemiologischer 
und genetischer Risikofaktoren, Sensitivität gegenüber Chemotherapeutika und 
Prognose unterscheiden, ist eine reproduzierbar histopathologische 
Identifizierung für eine erfolgreiche, spezifische Behandlung unerlässlich. 
Klinisch erfolgt die Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms nach den Richtlinien 
des TNM-Systems der UICC (Union Internationale Contre le Cancer) und der 
FIGO (Fédération Internationale de Gynécologie et d´Obstétrique). 
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Tabelle 1 pTNM-Klassifikation und FIGO-Stadien des Ovarialkarzinoms 
TNM FIGO Befund 
pT1 I Tumor begrenzt auf Ovarien 
pT1a Ia Tumor auf ein Ovar begrenzt, Kapsel intakt, kein Tumor auf der Oberfläche des 
Ovars 
pT1b Ib Tumor auf beide Ovarien begrenzt, Kapsel intakt, kein Tumor auf der Oberfläche 
beider Ovarien 
pT1c Ic Tumor begrenzt auf ein oder beide Ovarien mit Kapselruptur, Tumor an der 
Oberfläche und/oder maligne Zellen in Aszites oder Peritoneallavage 
pT2 II Tumor befällt ein oder beide Ovarien und breitet sich im Becken aus 
pT2a IIa Ausbreitung auf Uterus und/oder Tube(n) 
pT2b IIb Ausbreitung auf andere Beckengewebe 
pT3c IIc Ausbreitung im Becken und maligne Zellen in Aszites oder Peritoneallavage 
pT3 III Tumor befällt ein oder beide Ovarien mit histologisch nachgewiesenen 
Peritonealmetastasen außerhalb des Beckens und/oder regionären 
Lymphknotenmetastasen 
pT3a IIIa Mikroskopische Peritonealmetastasen jenseits des Beckens 
pT3b IIIb Peritonealmetastasen <2cm jenseits des Beckens 
pT3c IIIc Peritonealmetastasen >2cm jenseits des Beckens und/oder regionäre 
Lymphknotenmetastasen 
NX  regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
N0  keine regionären Lymphknotenmetastasen 
N1  regionäre Lymphknotenmetastasen 
M1 IV Fernmetastasen (ausschließlich Peritonealmetastasen) 
Quelle: http://www.journalonko.de/ 
 
1.1.3. Prognostische Parameter 
 
Eine Prognoseeinschätzung für das Überleben von Patientinnen mit 
Ovarialkarzinom erfolgt an Hand des Allgemeinzustands, des Alters, der 
Leitlinien-konformen Behandlung und vor allem an Hand von intra- und 
postoperativ gewonnenen Daten wie FIGO-Tumorstadium, Größe des 
postoperativen Tumorrests, dem histologischem Subtyp und Differenzierungs-
grad (S3-Leitlinie Ovarialtumoren, 2013).  
Liegt nach FIGO-Tumorstadium ein lokalisierter Befund (Stadium Ia) vor, so 
kann mit einer 5-Jahresüberlebenswahrscheinlichkeit von etwa 90% gerechnet 
werden, während bei einem ausgedehnten Befund (ab Stadium III) dieser Wert 
auf 27% sinkt (Siegel et al., 2014). Bei makroskopisch tumorfreier Resektion 
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betragen die Heilungschancen 60%, bleibt nach der Operation aber ein großer 
Tumorrest von mehr als 1cm Durchmesser bestehen, so fallen die 
Heilungschancen auf 10% ab (Stauber et al., 2007). Der postoperative 
Tumorrest ist der wichtigste Prognosefaktor und derzeit der einzige, der sich 
effektiv beeinflussen lässt (S3-Leitlinie Ovarialtumoren, 2013). 
Der histologische Subtyp ist insofern von Bedeutung, dass serös-papilläre und 
endometrioide Tumoren eine günstigere Prognose aufweisen als klarzellige und 
muzinöse Karzinome, die schlechter auf die konventionelle platinhaltige 
Chemotherapie ansprechen (S3-Leitlinie Ovarialtumoren, 2013).  
Eine iatrogene Kapselruptur, das Vorhandensein von Aszites, eine geringe 
Sensitivität auf Zytostatika oder eine Resistenz gegen Zytostatika können die 
Prognose ebenfalls verschlechtern (Breckwoldt et al., 2008) 
 
1.1.4. Therapeutische Optionen 
 
Ebenso wie die Prognose ist auch die Therapie abhängig vom primären 
Tumorstadium. Eine Längsschnittlaparotomie ermöglicht ein akkurates Staging 
und die möglichst vollständige Entfernung des Tumorgewebes. Bei Vorliegen 
eines frühen Ovarialkarzinoms (Stadium I bis IIa) werden nach der Entnahme 
einer Peritonealzytologie beide Adnexe, der Uterus, das Omentum majus, die 
Appendix (bei muzinösem/unklarem Tumortyp), beidseits pelvine und 
paraaortale Lymphknoten, sowie  befallenes Peritoneum entfernt. Die gesamte 
Abdominalhöhle wird auf eventuelle Metastasen inspiziert und palpiert, 
auffällige Stellen werden biopsiert. Handelt es sich bei dem vorliegenden 
Befund um ein fortgeschrittenes Ovarialkarziom (FIGO IIb bis IV), so wird der 
Retroperitonealraum weiträumig eröffnet und zusätzlich werden das Omentum 
infragastrisch (unter Mitnahme der milznahen Anteile) und infiltrierte 
Darmanteile reseziert. Das Ziel ist, wenn möglich bis zur makroskopischen 
Tumorfreiheit zu operieren. Falls eine palliative Situation vorliegt und dies nicht 
möglich ist, soll durch das maximale Tumordebulking zumindest die 
Lebensqualität verbessert und das progressionsfreie Intervall verlängert 
werden. 
In besonderen Fällen kann bei einem gesicherten Stadium FIGO Ia mit Grading 
1 bei Frauen unter 35 Jahren fertilitätserhaltend operiert werden (S3-Leitlinie 
Ovarialtumoren, 2013). 
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Eine adjuvante Chemotherapie wird ab dem Stadium FIGO Ia G2 durchgeführt, 
um postoperativ verbliebene proliferationsfähige Tumorverbände in die 
Remission zu bringen. Bei frühen Ovarialkarzinomen (FIGO I-IIa) ist die 
Therapie der ersten Wahl eine rein platinhaltige Chemotherapie aus 6 Zyklen, 
wobei Carboplatin (AUC5) dem Cisplatin vorgezogen wird, da es ein 
günstigeres Nebenwirkungsprofil besitzt.  
Beim fortgeschrittenen Ovarialkarzinom (FIGO IIB-IV) beinhaltet das 
Standardregime eine Kombination aus Carboplatin (AUC5) und Paclitaxel 
175mg/m² über 3h i.v. für insgesamt 6 Zyklen im Abstand von je 3 Wochen (S3-
Leitlinie Ovarialtumoren, 2013).  
Bei Rezidiven werden gegebenenfalls auch andere Zytostatika wie Etoposid, 
Mitoxantron, Hycamptin, Gemcitabin, liposomales Doxorubicin (Stauber et al., 
2007) oder Topotecan (S3-Leitlinie Ovarialtumoren, 2013) eingesetzt. 
 
1.2. Zytostatika 
 
1.2.1. Cisplatin 
 
Cisplatin ist ein anorganisches, planares Molekül mit zytotoxischem Effekt. 
An das zentrale zweiwertige Platinatom sind zwei Amino-Gruppen und zwei 
Chlor-Atome gebunden, sodass Cisplatin hoch reaktive, zweifach positiv 
geladene Komplexe bilden kann. Diese Platinkomplexe binden an 
Nukleinsäure-Untereinheiten und verursachen Querverbindungen zu Proteinen, 
zwischen den Strängen der DNA-Doppelhelix und innerhalb der Einzelstränge 
der DNA. Solche Querverbindungen beeinträchtigen den DNA-Stoffwechsel und 
führen zu Apoptose und Hemmung des Zellwachstums (Pharmakologie und 
Toxikologie Lüllmann et al., 2010; National Cancer Institute, USA). 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 1 Molekulare Struktur von Cisplatin 
Quelle: Arzneistoffe.net 
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1.2.2. Etoposid 
 
Etoposid ist ein semisynthetisches, mit glykosidisch angeknüpften 
Substituenten versehenes Derivat des Podophyllotoxin und wirkt als 
Mitosehemmstoff. Es wird aus dem Schildförmigen Fußblatt (Podophyllum 
peltatum) gewonnen und kann seine zytostatische Wirkung durch die Inhibition 
der Topoisomerase II entfalten. Durch die Bindung von Etoposid an die 
Topoisomerase II büßt diese ihre Fähigkeit zur Reparatur von Strangbrüchen 
der DNA ein und es kommt zu einer Akkumulation von Einzelstrang- und 
Doppelstrangbrüchen in deren Folge DNA-Replikation und Transkription 
gehemmt werden. Etoposid wirkt vorwiegend in der G2- und S-Phase des 
Zellzyklus und führt letztendlich zum programmierten Zelltod (Pharmakologie 
und Toxikologie Lüllmann et al., 2010; National Cancer Institute, USA). 
 
 
 
 
                                                                                  
 
 
 
Abbildung 2 Molekulare Struktur von Etoposid 
Quelle: Sigma-Aldrich 
 
1.2.3. Docetaxel 
 
Docetaxel ist ein halbsynthetisches Taxan der zweiten Generation und 
Paclitaxel strukturell und hinsichtlich seiner Wirkungsweise sehr ähnlich. Es ist 
ein natürlicher Inhaltsstoff der Gemeinen Eibe (Taxus baccata) und besitzt 
potente antineoplastische Eigenschaften. Analog zu Paclitaxel bindet und 
stabilisiert es β-Tubulin, hemmt so den Mikrotubuliabbau und bewirkt einen 
Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase, der zum Zelltod führt. Außerdem kann 
Docetaxel proangiogenetische Faktoren wie beispielsweise VEGF (engl. 
vascular endothelial growth factor) inhibieren und inflammatorische 
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Zellantworten induzieren (Pharmakologie und Toxikologie Lüllmann et al., 2010; 
National Cancer Institute, USA). 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 3 Molekulare Struktur von Docetaxel 
Quelle: Sigma-Aldrich 
 
1.2.4. Paclitaxel 
 
Paclitaxel ist ein komplex aufgebauter Inhaltsstoff aus der Rinde der 
Pazifischen Eibe (Taxus brevifolia) und wirkt als direkter Mitosehemmstoff, 
indem es sich an β-Tubulin-Untereinheiten der Mikrotubuli anlagert und somit 
die Depolymerisation von Mikrotubuli verhindert. Dies führt zur Bildung 
atypischer Mirkotubuli und hemmt die Zellteilung. Des Weiteren bewirkt 
Paclitaxel die Induktion von Apoptose durch die Blockierung des Apoptose-
Inhibitor-Proteins Bcl-2 (Pharmakologie und Toxikologie Lüllmann et al., 2010; 
National Cancer Institute, USA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 4 Molekulare Struktur von Paclitaxel 
Quelle: Sigma-Aldrich 
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1.3. Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg 
 
1.3.1. Bedeutung des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges 
 
Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg ist eine Signaltransduktionskaskade, die von 
zentraler Bedeutung ist für verschiedene wichtige physiologische 
Zellfunktionen, wie Zellzyklusregulation, Zellüberleben, Proteinsynthese, 
Zellwachstum und Zellstoffwechsel, Motilität und Angiogenese (Markman et al., 
2010). 
Aberrierende oder konstitutive Aktivierungen dieses Signalwegs können jedoch 
eine maligne Transformation von Zellen bewirken und werden regelmäßig in 
bösartigen Tumoren nachgewiesen. 
So sind die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und mammalian Target of 
Rapamycin (mTOR) zwei wichtige und voneinander abhängige onkogene 
Kinasen, die auf vielfältige Weise zur Krebsentwicklung beitragen. 
 
1.3.2. Der PI3K/AKT-Signalweg 
 
Phosphoinositid-3-Kinasen sind Lipidkinasen aus drei Klassen, von denen 
meistens die Klasse 1a PI3K genetische Veränderungen bei Krebs zeigt. Die 
Klasse 1a PI3K initiiert den PI3K/AKT/mTOR-Signalweg, indem sie nach der 
Bindung von Wachstumsfaktoren, Zytokinen oder Hormonen an die 
entsprechende Rezeptortyrosinkinase die Phosphorylierung von 
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol-3,4,5,-
Trisphosphat (PIP3) in der Membran katalysiert. 
PIP3 wiederum schafft Andockstellen für die PDK1 (Phosphoinositide-
dependent Kinase 1) und die Proteinkinase B (AKT), die so zur Plasma-
membran rekrutiert werden können (Willems et al., 2012). 
Bei Akt handelt es sich um eine 60kDa schwere Serin-Threonin-Kinase mit drei 
Isoformen, die nach Bindung an PIP3 mittels Phosphorylierung durch PDK1 an 
T308 und durch mTORC2 an S473 aktiviert wird (Sarbassov et al., 2005). 
AKT phosphoryliert anschließend eine Vielzahl an Proteinen, die an 
Zellwachstum, Zellzyklusprogression und Apoptosekontrolle beteiligt sind. Dazu 
gehören u. a. die Glykogensynthase-Kinase-3α, MDM2, BIM (BCL2-interacting 
Mediator of Cell death) und BAD (BCL2-associated Agonist of Cell death).  
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Abbildung 5 Schematische Darstellung des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges 
Quelle: Cell Signaling Technology. Illustration reproduced courtesy of Cell Signaling 
Technology, Inc. (www.cellsignal.com) 
 
Zu den wichtigsten nachgeschalteten Effektoren gehören allerdings die 
Forkhead Box O Transkriptionsfaktoren und mTOR (Engelman, 2009). Die 
Forkhead Box Proteine (FOXO) inhibieren die Zellproliferation in Säugetieren 
und werden direkt von AKT phosphoryliert und dadurch inhibiert (Tran et al., 
2003). mTOR ist eine 290 kDa schwere, PI3K-verwandte Serin-Threonin-
Kinase, die Hauptbestandteil zweier Komplexe (mTORC1 und mTORC2) mit 
unterschiedlicher chemischer Struktur und Substratspezifität ist und regelmäßig 
überaktiviert bei Krebs vorliegt (Zoncu et al., 2011). 
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AKT kann mTORC1 indirekt durch die Phosphorylierung von Tuberous 
Sclerosis Complex 2 Protein (TSC2) des TSC1/TSC2-Heterodimers aktivieren 
(Inoki et al., 2002; Manning et al., 2002). Durch die Phosphorylierung wird 
TSC2, ein GTPase aktivierendes Protein, inhibiert, sodass das G-Protein RHEB 
(Ras Homologue enriched in Brain) im GTP-gebundenen Zustand mTORC1 
aktivieren kann (Tee et al., 2003). 
Vervielfältigte PI3K und aktiviertes AKT wurden in 12-68% untersuchter Ovarial-
tumoren nachgewiesen und waren eng assoziiert mit einer Hochregulation von 
mTOR (Bellacosa et al., 1995; Vivanco et al., 2002; Altomare et al., 2004). Der 
PI3K-AKT-Signalweg kann bei Krebs durch den Effekt von Rezeptortyrosin-
kinasen, somatischen Mutationen wie z. B. dem Verlust des Tumorsuppressors 
PTEN (Li et al., 1997; Steck et al., 1997) oder der Mutation der katalytischen 
Untereinheit p110α der PI3K (Samuels et al., 2004) und auch durch die 
Amplifikation von Schlüsselkomponenten wie z. B. von AKT2 im Ovar 
(Bellacosa et al., 1995) unangemessen hoch aktiviert sein. 
Diese Überaktivierung resultiert in gesteigertem Zellwachstum, Zellproliferation, 
Apoptoseresistenz und verändertem Metabolismus von Krebszellen. 
 
1.3.3. Der mTOR-Signalweg 
 
Wie oben bereits erläutert, ist die hoch konservierte Serin-Threonin-Kinase 
mTOR (mammalian target of rapamycin) Bestandteil in beiden Komplexen 
mTORC1 und mTORC2. Diese beiden Komplexe haben nicht nur eine 
unterschiedliche Empfindlichkeit gegenüber Rapamycin, sondern auch 
verschiedene Inputs und Outputs. 
Beide mTOR-Komplexe haben die katalytische mTOR-Untereinheit, 
mLST8/GβL, DEPTOR und den Tti1/Tel2-Komplex als Proteinkomponenten 
gemeinsam. 
Der mTOR-Komplex 1 beinhaltet zusätzlich die Proteine Raptor (regulatory 
associated protein of mTOR) und Pras40, während Rictor (rapamycin-
insensitive companion of mTOR), mSin1 und Protor1/2 spezifisch für mTORC2 
sind. 
Der mTORC1-Signalweg integriert eingehende Informationen sowohl über das 
Vorhandensein von Wachstumsfaktoren, Stress und den Energiestatus der 
Zelle als auch über die Verfügbarkeit von Sauerstoff und Aminosäuren 
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(Laplante & Sabatini, 2012). Die meisten Stimuli konvergieren dabei auf der 
TSC1/TSC2-Achse. 
mTORC1 kann allosterisch von Rapamycin, einem immunsuppressiven, 
zytostatischen Medikament, inhibiert werden. 
Als bedeutsamer, nachgeschalteter Effektor von AKT reguliert mTORC1 
wichtige Prozesse auf Ebene der Ribosomen-Biogenese, Translation, Protein- 
und Lipidsynthese sowie der Autophagie (Willems et al., 2012). 
Die beiden wichtigsten Substrate von mTORC1 sind die ribosomale Protein-S6-
Kinase (p70S6K) und das Protein 4E-BP1 (eukaryotic initiation factor 4E 
binding protein). 
P70S6K wird mittels Phosphorylierung durch mTORC1 aktiviert und kontrolliert 
die mRNA-Biogenese und die Translationsinitiation und –elongation. Konstitutiv 
aktivierte P70S6K steigert so z. B. auch die Invasivität und Metastasierungs-
wahrscheinlichkeit vom Ovarialkarzinom mittels vermehrter Synthese von 
Metalloproteinasen (MMPs) (Zhou & Wong, 2006). 
mTORC1 inhibiert die Aktivität des Translationsrepressors 4E-BP1. Im 
unphosphorylierten Zustand interagiert 4E-BP1 mit eIF4E und verhindert so die 
Formation des Translations-Initiations-Komplexes eIF4F (bestehend aus eIF4A, 
eIF4E und eIF4G). Wird 4E-BP1 von mTORC1 phosphoryliert, kann es sich von 
eIF4E lösen und durch die anschließend mögliche Interaktion von eIF4G und 
eIF4E die Translation von Cap-abhängigen mRNAs initiieren (Willems et al., 
2012). eIF4E trägt zur Zellproliferation und Tumorgenese bei, indem es die 
Translation von spezifischen mRNAs fördert, die für proonkogene Proteine 
kodieren. Diese proonkogenen Proteine haben Einfluss auf Zellzyklus-
progression, Zellüberleben, Energiemetabolismus, Angiogenese und 
Metastasierung (Laplante & Sabatini, 2012). 
Der mTORC2-Signalweg wird im Gegensatz zum mTORC1-Signalweg nur von 
Wachstumsfaktoren aktiviert. Aktuelle Studien weisen jedoch darauf hin, dass 
für die mTORC2-Aktivierung eine direkte Assoziation mit einem Ribosom 
erforderlich ist und dass dies direkt von der PI3K-Aktivität abhängt (Zinzalla et 
al., 2011). 
mTORC2 aktiviert und stabilisiert AKT direkt mittels Phosphorylierung an 
Ser473 (Sarbassov et al., 2005) und wirkt damit auf AKT-nachgeschaltete 
Zellfunktionen. Die Stoffwechselwege der mTOR-Komplexe funktionieren nicht 
unabhängig voneinander, sondern bilden ein Signalnetzwerk, in dem mTORC1 
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durch Regulation der Ribosomen-Biogenese die Aktivität von mTORC2 
kontrolliert und mTORC2 dafür im Gegenzug die mTORC1-Aktivität über den 
AKT-TSC1/TSC2 Weg fördert. 
Gerät das Gleichgewicht innerhalb der Zelle durch onkogene Mutationen oder 
Amplifikationen außer Kontrolle, trägt diese Signaltransduktionskaskade durch 
gesteigerte Proteinsynthese, Zellproliferation und Antiapoptose einen großen 
Teil zur Tumorgenese bei. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 6 Schematische Darstellung der  Wirkungswege von mTORC1 und mTORC2 
Modifiziert nach Laplante & Sabatini, 2012, with permission from Elsevier. 
 
1.3.4. Funktion und Einsatz von Rapamycin 
 
Rapamycin, auch bekannt als Sirolimus, ist ein mTOR-Inhibitor der ersten 
Generation und wurde in den 1970ern als Produkt des Bakteriums 
Streptomyces hygroscopius in einer Bodenprobe entdeckt (Vezina et al., 1975). 
Rapamycin gehört zu den Makrolid-Antiobiotika, zeigt aber auch 
immunsuppressive und antimykotische Wirkung. 
In der Zelle bildet Rapamycin einen Komplex mit dem FKBP12 (12 kDa FK506-
binding Protein) (Brown et al.1994, Sabatini et al. 1994). Dieser Komplex 
interagiert direkt mit mTOR. Viele mTORC1-Funktionen reagieren sehr 
empfindlich auf Rapamycin. Rapamycin kann die strukturelle Integrität von 
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mTORC1 behindern (Kim et al., 2002, Yip et al., 2010) und allosterisch die 
Kinase-Domäne hemmen (Brown et al., 1995, Brunn et al., 1997, Burnett et al., 
1998), sodass nachfolgende Signalwege zur Stimulation von Zellwachstum und 
Proliferation nicht ablaufen können. 
Bisher wurde angenommen, dass mTORC2 im Gegensatz zu mTORC1 nicht 
Rapamycin-sensibel ist; neuere Studien zeigen allerdings, dass eine 
Dauerbehandlung mit Rapamycin den mTORC2-Aufbau in einigen Zelltypen 
behindern kann (Phung et al., 2006; Sarbassov et al., 2006). 
Dadurch dass der PI3K-AKT-mTOR Signalweg häufig in Krebszellen 
hochreguliert ist, könnte der Einsatz von Rapamycin als mTOR-Inhibitor das 
Spektrum der therapeutischen Möglichkeiten im Kampf gegen den Krebs 
erweitern. 
Zur Verbesserung der Pharmakokinetik im menschlichen Körper wurden bereits 
Rapamycin-Analoga („Rapalogs“) wie Everolimus (RAD001), Deforolimus 
(AP23573) und Temsirolimus (CCI779) entwickelt. 
Temsirolimus wird seit 2007 zur Behandlung des fortgeschrittenen Nierenzell-
karzinoms und seit 2009 als Therapie für das refraktäre Mantelzellkarzinom 
eingesetzt. 
Für das Ovarialkarzinom z. B. konnte nachgewiesen werden, dass Everolimus 
bei TgMISIIR-TAg transgenen Mäusen, die beidseitig ovariale, seröse 
Adenokarzinome entwickeln, die Tumorentwicklung verzögert und Tumorlast, 
Aszitesbildung sowie peritoneale Dissemination verringert (Mabuchi et al., 
2007). 
 
1.3.5. Funktion und Einsatz von Metformin 
 
Das Biguanid Metformin ist ein ungiftiges, orales Antidiabetikum, welches bei 
Vorliegen von Diabetes mellitus Typ 2 bevorzugt eingesetzt wird, da es die 
Glukoseaufnahme und –nutzung im Skelettmuskel und Fettgewebe verbessert, 
ohne eine Insulinsekretion zu bewirken. 
Die Therapie mit Metformin wurde kürzlich in verschiedenen epidemiologischen 
Studien mit einer Reduktion des Krebsrisikos in Verbindung gebracht. 
Beobachtungen dieser Studien zeigten eine geringere Krebsinzidenz und  
-mortalität bei Diabetikern, die mit Metformin anstatt eines anderen 
Antidiabetikums behandelt wurden (Bowker et al., 2006; Evans et al. 2005). 
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Seine antineoplastische Wirkung entfaltet Metformin wahrscheinlich über die 
Aktivierung der AMP-aktivierten Proteinkinase (AMPK), die als wichtiger Sensor 
für den Energiestatus der Zelle fungiert. Bei Nährstoffmangel drosselt AMPK 
den Energieverbrauch der Zelle mittels Suppression von Metabolismus und 
Proliferation. Die Synthese von Proteinen, Cholesterol und Fettsäuren wird 
eingeschränkt und zusätzlich wird der TSC1/TSC2-Komplex supprimiert, 
wodurch mTOR inhibiert wird (Aljada & Mousa, 2012). 
Da AMPK mit mTOR ein Downstream-Target von AKT inhibiert, könnte die 
AMPK-Aktivierung durch Metformin eine besonders vielversprechende 
Behandlungsstrategie für Ovarialkarzinome mit aktivierter AKT-Signal-
transduktion sein. 
 
1.4. Die Raf/MEK/ERK-Signalkaskade 
 
MAP (mitogen-activated protein)-Kinase-Kaskaden sind intrazelluläre 
Schlüsselsignalwege, die die Regulation von normaler Zellproliferation, 
Zellüberleben und –differenzierung beeinflussen. Da Veränderungen in der 
Regulation solcher MAP-Kinase-Kaskaden zur Tumorentstehung beitragen 
können, steht der Raf-MEK-ERK-Signalweg im Fokus der Krebsforschung 
(Roberts & Der, 2007). 
Die Initiierung der Kaskade erfolgt nach Ligandenbindung an eine 
Rezeptortyrosinkinase an der Zelloberfläche. Wird der Rezeptor extrazellulär 
durch z. B. einen Wachstumsfaktor oder ein Zytokin stimuliert, kommt es 
intrazellulär zur Autophosphorylierung, die eine Assoziation zwischen Rezeptor 
und dem Adaptorprotein Grb2 ermöglicht. Grb2 rekrutiert den Guanin-
nukleotidaustauschfaktor SOS zur Membran, sodass membranständiges Ras 
mit GTP beladen werden kann (Downward, 2003). Aktiviertes Ras wiederum 
rekrutiert und aktiviert Raf, welches anschließend direkt die MAP-Kinase-
Kinasen MEK1 und MEK2 mittels Phosphorylierung aktiviert (McCubrey et al., 
2008; McCubrey et al., 2009; Downward, 2003).  
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Abbildung 7 Schematische Darstellung der Raf/MEK/ERK-Signalkaskade 
Modifiziert nach Kim & Bar-Sagi, 2004, adapted by permission from Macmillan Publishers 
Ltd: nature reviews molecular cell biology, „Modulation of signalling by Sprouty: a 
developing story.“, Copyright 2004, www.nature.com/nrm 
 
MEK1 und MEK2 sind daraufhin für die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1 
und ERK2 verantwortlich. ERK1 und ERK2 translozieren in den Zellkern, 
phosphorylieren und regulieren diverse Transkriptionsfaktoren, wie z. B. die 
Ets-Familie der Transkriptionsfaktoren, und führen folgend zu Umstellungen in 
der Genexpression (Zuber et al., 2000; Schulze et al., 2004). 
Die zellulären Funktionen der mannigfaltigen, meist nukleären Zielproteine von 
ERK1/2, wie z. B. Elk-1, c-Ets1, c-Ets2, p90RSK1, MNK1, MNK2 und TOB 
(Maekawa et al., 2002; Roux et al., 2004; Ledwith et al., 1990), sind divers und 
schließen die Regulation von Zellproliferation, Zellüberleben, Mitose und 
Migration mit ein (Friday & Adjei, 2008). 
Bei den über 600 ERK1/2-Substraten (Steelman et al., 2011) handelt es sich 
nicht nur um ERK1/2 nachgeschaltete, sondern auch vorgeschaltete 
Komponenten des Signalweges. 
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So bewirkt die ERK1/2-Aktivierung auch eine hochregulierte Expression von 
EGFR-Liganden, die über den EGFR-Rezeptor Ras aktivieren, und fördert so 
eine autokrine Feedback-Wachstumsschleife, die ihrerseits entscheidend das 
Tumorwachstum unterstützt (Roberts & Der, 2007). 
Des Weiteren aktiviert ERK1/2 auch p70S6K und über MNK1/2 eIF4E, sodass 
sich die Effekte von mTOR und ERK1/2 in der Zelle überschneiden (Steelman 
et al., 2011). 
Zudem wurde nachgewiesen, dass eine mTORC1-Inhibition in soliden Tumoren 
in einer ERK1/2-Aktivierung resultiert (Carracedo et al., 2008). 
 
1.5. Hypoxie  
 
1.5.1. Ursache und Wirkung von Hypoxie in Tumoren 
 
Säugerzellen besitzen vielfältige Mechanismen, um die Sauerstoff-Homöostase 
und damit die Balance zwischen Sauerstoff als Energiesubstrat und als 
Mediator oxidativer Schäden aufrechtzuerhalten. 
Zellen solider Tumoren müssen meist in einer hypoxischen Umgebung 
überleben (Vaupel et al., 2007) und das O2-Angebot ausschöpfen. Hypoxie 
entsteht zum einen aufgrund aberranter Blutgefäße, die durch das 
Tumorwachstum komprimiert oder obstruiert werden und somit die Perfusion 
des Gewebes limitieren. Zum anderen nimmt die Distanz zwischen Kapillaren 
und zu versorgenden Tumorzellen bei schnellem Tumorwachstum zu, sodass 
der Sauerstoff die Zellen nicht mehr über Diffusion durch das Gewebe erreichen 
kann. 
Hypoxische Zellen werden Apoptose-resistent, neigen eher zu Metastasierung 
und produzieren pro-angiogenetische Faktoren wie VEGF (vascular endothelial 
growth factor), die die Blutgefäßbildung im Tumor wiederum anregen und so 
das Wachstum fördern (Powis & Kirkpatrick, 2004).  
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1.5.2. Der Hypoxie-induzierte Faktor-1 als wichtiger Mediator bei Hypoxie 
 
Der eukaryotische Transkriptionsfaktor Hypoxie-induzierter Faktor-1 (HIF-1) ist 
der wichtigste Mediator für Signalwege, die eine reduzierte Sauerstoff-
verfügbarkeit in der Zelle registrieren und auf diese reagieren (Powis & 
Kirkpatrick, 2004). 
Bei HIF-1 handelt es sich um einen heterodimeren Proteinkomplex aus einer 
regulatorischen HIF-1α-Untereinheit und einer konstitutiv exprimierten HIF-1β-
Untereinheit (Semenza, 2003). HIF-1α wird schnell, kontinuierlich und 
sauerstoffunabhängig synthetisiert und unter Normoxie anschließend 
ubiquitiniert und abgebaut. Unter Hypoxie hingegen wird der Abbau blockiert 
und akkumuliertes HIF-1α in den Kern transloziert, wo es mit HIF-1β dimerisiert 
und als HIF-1-Komplex schließlich an das hypoxia-response element (HRE) der 
DNA bindet. HIF-1 kontrolliert die Expression verschiedener Gene, deren 
Proteinprodukte eine entscheidende Bedeutung für die Anpassung an zellulären 
Sauerstoffmangel haben, und nimmt dadurch fördernden Einfluss auf 
Erythropoese, anaerobe Glykolyse, Zellüberleben, Apoptoseinhibition, Inhibition 
von Zelldifferenzierung und Angiogenese (Powis & Kirkpatrick, 2004).  
Mittels der Aktivierung von Zielgenen, die das Überleben von Krebszellen 
ermöglichen, treibt HIF-1 das Wachstum in einer hypoxischen Umgebung und 
die Progression der Krankheit aktiv voran. Wachstumsfaktoren und Zytokine 
wie z. B. Insulin oder TNF-α können HIF-1α auch unter Normoxie über den 
PI3K/AKT/mTOR- und MAPK-Signalweg stabilisieren (Fukuda et al., 2002; 
Fukuda et al., 2003; Laughner et al., 2001; Zhong et al., 2000; Zundel et al., 
2000). Zudem kann die Expression auch durch die Aktivierung von Onkogenen, 
die Inaktivierung von Tumorsuppressoren (Maxwell et al., 1999; Ravi et al., 
2000; Zhong et al., 2000; Zundel et al., 2000) oder die konstitutive Aktivierung 
von Signalwegen (Berra et al., 2000; Lee et al., 2008; Zhong et al., 2000) 
zunehmen. Als mTOR-Inhibitor kann Rapamycin beispielsweise die Synthese 
von HIF-1α verringern (Laughner et al., 2001). 
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Abbildung 8 Schematische Darstellung der HIF-1α-Aktivierung und Wirkung in Tumoren  
Quelle: Poon et al., 2009. Reproduced with permission. 
 
Die HIF-1α-Expression wurde in der Mehrheit der soliden Tumoren -
einschließlich des Ovarialkarzinoms- detektiert, konnte jedoch nicht im 
umgebenden normalen Gewebe oder in benignen Tumoren (Talks et al., 2000; 
Zhong et al., 1999) nachgewiesen werden.  
Beim Ovarialkarzinom ist die Überexpression von HIF-1α im Gewebe mit einer 
schlechten Prognose und fehlendem Behandlungserfolg assoziiert (Birner et al., 
2001). Insgesamt zeigen Klinik und experimentelle Untersuchungen in der 
Krebsforschung für HIF-1α außerdem eine Korrelation mit gesteigerter 
Angiogenese, aggressivem Tumorwachstum, Chemo- und Radiotherapie-
resistenz und gesteigerter Letalität (Semenza, 2003; Bertout et al., 2008; 
Hockel & Vaupel, 2001). 
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2. Zielsetzung 
 
Das Ovarialkarzinom steht an fünfter Stelle der Tumorentitäten, die in 
Deutschland die meisten Krebssterbefälle verursachen (GBE des Bundes, 
2013). Zur Standardbehandlung gehören die operative Resektion des Tumors 
und eine adjuvante Chemotherapie. Dennoch erleiden 70% der Patientinnen ein 
Rezidiv. Schnell auftretende Chemoresistenzen gegen die gängigen 
Medikamente  stellen ein weiteres Problem dar, sodass neue, individuelle 
Therapiekonzepte vonnöten sind, die die Effektivität der Chemotherapeutika 
steigern und Resistenzen überwinden. Der mTOR-Inhibitor Rapamycin konnte 
bereits proliferationshemmende Effekte in Bronchialkarzinom-, 
Endometriumkarzinom- und Mammakarzinom-Zelllinien erzielen (Niu et al., 
2011; Bae-Jump et al., 2009; Shafer et al., 2010; Li et al., 2012). 
Es galt zu untersuchen, ob Rapamycin die notwendige Dosis der 
nebenwirkungsreichen Chemotherapeutika verringern oder zu einer erhöhten 
Effektivität dieser Medikamente bei resistenten Zellen, wie sie bei Rezidiven 
auftreten, beitragen könnte. 
Ziel der Arbeit war es, die Wirkung von Rapamycin allein und in Kombination 
mit Zytostatika und Metformin auf die proproliferativen Signalwege, die 
Zellproliferation und Apoptoseinduktion bei verschiedenen Ovarialkarzinom-
Zelllinien darzustellen. Besonderer Fokus lag dabei auf den Fragen, welche 
Kombination die besten Behandlungserfolge erzielen könnte, ob Rapamycin 
dabei additive oder synergistische Effekte erzielen kann und ob zusätzlich eine 
gute Wirkung bei resistenten Zellen gegeben ist. Gleichzeitig war von Interesse, 
ob sich die unter Hypoxie erzielten Ergebnisse von denen unter Normoxie 
unterscheiden, da maligne Tumoren meist durch einen hypoxischen Status 
gekennzeichnet sind und Rapamycin über die Inhibition des mTOR-
Signalweges auch den Hypoxie-induzierbaren Faktor 1alpha (HIF-1α) 
reprimieren kann. 
  
20 
 
3. Material und Methoden 
 
3.1. Material 
 
3.1.1. Verwendete Geräte 
 
Name Hersteller 
Absauggerät Vacusafe Comfort Integra Biosciences, Fernwald 
Acht-Kanal Pipette Eppendorf 
Reference 
 
Eppendorf, Hamburg 
Alliance 2.7 Detektionssoftware UVItec Limited, Cambridge, UK 
Blotter Trans-Blot SD Semi-Dry 
Transfer Cell 
 
Bio-Rad, München 
Brutschrank Hera Cell 240 Heraeus, Bonn 
Detektionskamera Biometra, Göttingen 
Durchlichtmikroskop Olympus, Hamburg 
Electronicrührer Variomag Mono 
Direct 
 
H+P Labortechnik, Oberschleißheim 
Electrophoresis power supply Consort 
EV233 
 
Sigma, München 
Elektrophorese-Kammer Mini 
PROTEAN 3 Cell 
 
Bio-Rad, München 
Folien-Schweißgerät Severin, Sunden 
Heizblock HB-130 Miyachi Unitek, Monrovia, CA, USA 
Hybaid Shake´n´Stack 
Hybridisierungsofen 
 
Thermo Fisher Scientific 
Mikropipetten Eppendorf Reference Eppendorf, Hamburg 
Modular Incubator chamber Billups Rothenberg, Del Mar, CA, USA 
Neubauer Zählkammer Brand, Wertheim 
pH-Meter pH 526m Wissenschaftlich-technische 
Werkstätten 
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Photometer Anthos Reader Anthos, Krefeld 
Pipette Eppendorf Mulitstepper Eppendorf, Hamburg 
Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Biosciences, Fernwald 
Shaker Rocky Biometra, Göttingen 
Vortexer Vortex-Genie 2 Scientific Industries, New York, USA 
Waage Sartorius 1212 MP Sartorius, Göttingen 
Werkbank Hera Safe Heraeus, Bonn 
Zentrifuge Eppendorf Centrifuge 5415 
R 
 
Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge Heraeus Labofuge 400R Heraeus, Bonn 
Zentrifuge Mini Centrifuge C-1200 Labnet International, Woodbridge, NJ, 
USA 
 
3.1.2. Verbrauchsmaterialien 
 
Name  Hersteller 
Amersham Hybond-P PVDF-
Membran 
 
GE Healthcare, München 
Falcon Cell scraper BD Biosciences, Bedford, MA, USA 
Filterpapier 3mm VWR, Darmstadt 
Microtest Tissue Culture Plate 96well BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, 
USA 
Multiwell 6 well Tissue Culture Plate BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, 
USA 
Pipettenspitzen Tip One 
10μl,100μl,1000μl 
 
Starlab, Hamburg 
Reaktionsgefäß 15ml, 50ml Greiner Bio One, Frickenhausen 
Reaktionsgefäß Eppendorf Tubes 
500μl,1500μl 
 
Eppendorf, Hamburg 
Serologische Pipetten 5ml,10ml, 
25ml 
 
BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, 
USA 
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Spritzen für Multistepper-Pipette 
1,25ml, 5ml, 12,5ml 
 
VWR, Darmstadt 
T75 Zellkulturflaschen Greiner Bio One, Frickenhausen 
Tissue Culture Dish 10ml Sarstedt, Nümbrecht 
 
3.1.3. Medien/Reagenzien/Antikörper 
 
Reagenzien Hersteller 
0,25% Trypsin-EDTA Gibco life technologies, 
Darmstadt 
6-Aminocapronsäure Roth, Karlsruhe 
Acrylamid-Bis Lösung 40% Merck, Darmstadt 
Ammoniumpersulfat Roth, Karlsruhe 
Antikörper AKT (pan) Rabbit mAB Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA 
Antikörper Anti-HIF-1α, clone EP1215Y, 
Rabbit monoclonal 
 
Millipore, Temecula, CA, USA 
Antikörper monoclonal Anti-β-Actin antibody 
(mouse) 
Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, 
USA 
Antikörper mTOR (7C10) Rabbit mAB Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA 
Antikörper p44/42 MAPK (ERK1/2) Rabbit 
mAB 
Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA 
Antikörper PARP Antibody Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA 
Antikörper Phospho-AKT (Ser473) XP Rabbit 
mAB 
Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA 
Antikörper Phospho-mTOR (Ser2448) Rabbit 
mAB 
Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA 
Antikörper Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) 
(Thr202/Tyr204) XP Rabbit mAB 
 
Cell Signaling Technology, 
Danvers, MA, USA 
Aqua bidest. B.Braun, Melsungen 
Bromphenolblau Sigma, München 
BSA Roth, Karlsruhe 
Cisplatin Sigma, München 
DC Protein Assay Reagent S, A, B Bio-Rad, München 
DMSO  
Docetaxel Sigma, München 
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ECL-Plus Western Blotting Detection 
Reagents 
GE Healthcare, München 
Essigsäure Sigma, München 
Etoposid Sigma, München 
FBS Gibco life technologies, 
Darmstadt 
Glutaraldialdehyd Merck, Darmstadt 
Glycerin Roth, Karlsruhe 
Isopropanol Roth, Karlsruhe 
Kristallviolett Sigma, München 
Methanol Roth, Karlsruhe 
NaCl Sigma, München 
Paclitaxel Sigma, München 
PBS Gibco life technologies, 
Darmstadt 
Penicillin/Streptomycin Gibco life technologies, 
Darmstadt 
Phosphatase-Inhibitor Sigma, München 
Precision Plus Protein Dual Color Standard Bio-Rad, München 
Protease Inhibitor Cocktail II Sigma, München 
Rapamycin Cayman Chemical, Ann Arbor, 
MI, USA 
RPMI 1640 Medium Gibco life technologies, 
Darmstadt 
Salzsäure Roth, Karlsruhe 
SDS Roth, Karlsruhe 
Sekundärantikörper Anti-Mouse Ig, 
horseradish peroxidase linked 
 
GE Healthcare, München 
Sekundärantikörper ECL Anti-Rabbit IgG, 
horseradish peroxidase linked  
 
GE Healthcare, München 
Tris pH 7,4 Sigma, München 
TrisBase Sigma, München 
Trypanblau-Lösung Fluka Sigma-Aldrich, St.Louis, 
MO, USA 
Tween 20 Roth, Karlsruhe 
β-Mercaptoethanol Sigma, München 
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3.1.4. Puffer und Lösungen 
 
Methode Lösung     Zusammensetzung 
Proteinisolation DLB  • SDS 2% 
• Tris (pH 7,4) 20mM in 
A.bidest 
1:1 mit Aqua bidest 
verdünnt 
• 1% Protease-Inhibitor 
Cocktail 
• 1% Phosphatase-
Inhibitor 
Gelelektrophorese 5x SDS-Ladepuffer • 1563μl 1M TrisHCL pH 
6,8 
• 2,5ml Glycerin 
• 0,5g SDS 
• 500μl β-Mercaptoethanol 
• einige Körner 
Bromphenolblau 
• Aqua bidest ad 5ml 
Western-Blotting Anodenpuffer 1 • 30ml 1M TrisBase-Lsg 
• 200ml Methanol 
• Mit Aqua bidest ad 1l 
Western-Blotting Anodenpuffer 2 • 300ml 1M TrisBase-Lsg 
• 200ml Methanol 
• Mit Aqua bidest ad 1l 
Western-Blotting APS • 1g Ammoniumpersulfat 
in 10ml Aqua bidest. 
Western-Blotting BSA Blocking Solution • 2,5g BSA in 50ml TTBS 
Western-Blotting Kathodenpuffer • 25ml 1M TrisBase-Lsg 
• 200ml Methanol 
• 5,25g 6-Amino 
Capronsäure 
• Aqua bidest ad 1l 
Western-Blotting Sammelgel-Puffer 4x • 50ml 1M Tris pH 6,8 
• 4ml 10% SDS  
• Aqua bidest ad 100ml 
Western-Blotting Stripping-Puffer • 62,5ml 1M Tris pH 6,8 
• 200ml 10%ig SDS auf 1l 
• Vor Gebrauch 400 
μl/50ml β-
Mercaptoethanol dazu 
Western-Blotting TBS 10x • 200ml 1M Tris-Lösung 
pH 7,6 
• 80,1g NaCl  
• Aqua bidest ad 1l 
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Western-Blotting Trenngel-Puffer 4x • 36,4g Tris in 140ml Aqua 
bidest, mit HCL auf pH 
8,8 austitrieren 
• 8ml 10% SDS 
• Aqua bidest ad 200ml 
Western-Blotting Tris Lösung 1M • 121,1g Tris mit Aqua 
bidest auf 1l 
Western-Blotting Tris Lösung 1M pH 6,8 
bzw. 7,6 
• 121,1g Tris  
• 900ml Aqua bidest, mit 
HCL einstellen 
• Aqua bidest ad 1l 
Western-Blotting TTBS • 1x TBS  
• 1ml/l Tween 20 
Zellkultur Zellkulturmedium für 
Ovarialkarzinom-
Zelllinien 
• 500ml RPMI 1640 
• 50ml FBS 
• 5ml 
Penicillin/Streptomycin 
• 500μl Gentamycin 
• 500μl Amphotericin B 
Zellkultur Zellkulturmedium für 
Cisplatin-resistente 
HEYs 
• 500ml RPMI 1640 
• 50ml FBS 
• 5ml 
Penicillin/Streptomycin 
• 500μl Gentamycin 
• 500μl Amphotericin B 
• 2μg/ml Cisplatin 
(100μl aus Stocklösung 
10mg/ml DMF) 
Zellkultur Zellkulturmedium für 
Etoposid-resistente 
HEYs 
• 500ml RPMI 1640 
• 50ml FBS 
• 5ml 
Penicillin/Streptomycin 
• 500μl Gentamycin 
• 500μl Amphotericin B 
• 5μg/ml Etoposid 
(100μl aus Stocklösung 
25mg/ml DMSO) 
Zellkultur Zellkulturmedium für 
Docetaxel-resistente 
HEYs 
• 500ml RPMI 1640 
• 50ml FBS 
• 5ml 
Penicillin/Streptomycin 
• 500μl Gentamycin 
• 500μl Amphotericin B 
• 15ng/ml Docetaxel 
(1,5μl aus Stocklösung 
5mg/ml DMSO) 
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Zellkultur Zellkulturmedium für 
Paclitaxel-resistente 
HEYs 
• 500ml RPMI 1640 
• 50ml FBS 
• 5ml 
Penicillin/Streptomycin 
• 500μl Gentamycin 
• 500μl Amphotericin B 
• 40ng/ml Paclitaxel 
(20μl aus Stocklösung 
1mg/ml DMSO) 
 
3.2. Methoden 
 
3.2.1. Zellkulturmethoden 
 
3.2.1.1. Verwendete Zelllinien 
 
Im Rahmen der Versuche wurden verschiedene Zelllinien auf ihre Reaktionen 
hin untersucht. Verwendung fanden die Zelllinien HEY, IGROV-1, SKOV-3 
sowie diverse resistente HEY-Zelllinien. 
Bei der HEY-Zelllinie handelt es sich um eine Zytostatika-sensitive 
Ovarialkarzinom-Zelllinie, die ursprünglich aus dem Aszites eines serös-
papillären Ovarialkarzinoms kultiviert wurde. IGROV-1 ist eine intermediär 
Zytostatika-resistente Zelllinie aus dem größtenteils endometrioiden, 
epithelialen Ovarialkarzinom einer 47-jährigen Frau.  
Die SKOV-3-Linie zeichnet sich durch ihre starke Zytostatika-Resistenz aus und 
stammt aus dem Aszites des Ovarialkarzinoms einer 64-jährigen Frau.  
Des Weiteren wurden HEY-Zelllinien mit selektiver Zytostatika-Resistenz gegen 
die beim Ovarialkarzinom verwendeten Medikamente Cisplatin, Etoposid, 
Docetaxel und Paclitaxel verwendet (Meinhold et al., 2005). 
 
3.2.1.2. Kultivierung der Zellen 
 
Die unter 3.2.1. gelisteten Zelllinien wurden in 75cm² großen Zellkulturflaschen 
bei 37°C und wassergesättigter Atmosphäre mit einem 5%igen Volumenanteil 
von CO2 im Brutschrank kultiviert. Als Kulturmedium diente RPMI 1640 mit 
Zugabe von 10% FBS, 1% Penicillin/Streptomycin und je 0,1% Gentamycin und 
Amphotericin B. Dem Medium der resistenten Zellen wurde überdies zur 
Langzeiterhaltung der jeweiligen spezifischen Zytostatikaresistenz das 
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entsprechende Medikament zugesetzt (2μg/ml Cisplatin, 5μg/ml Etoposid, 
15ng/ml Docetaxel, 40ng/ml Paclitaxel). 
Die Zellkulturarbeiten wurden mit sterilen Materialien und Lösungen unter einer 
sterilen Werkbank durchgeführt. 
Das verbrauchte Medium wurde regelmäßig alle drei bis vier Tage abgesaugt 
und gegen 12-15ml frisches Medium ausgetauscht. 
Die Passagierung der Zellen erfolgte, sobald mehr als 80% des 
Zellkulturflaschenbodens mit Zellen bedeckt waren. Dazu wurde das alte 
Medium abgesaugt und die bewachsene Innenseite der Flasche einmalig mit 
5ml PBS gewaschen. Nach erneutem Absaugen wurden 3ml Trypsin je Flasche 
auf die Zellen gegeben und über den Flaschenboden verteilt. Die Kulturflaschen 
wurden fünf bis zehn Minuten im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde 
mikroskopisch die Ablösung der Zellen überprüft und die Trypsinwirkung mit 
Zugabe von 7ml frischem Medium gestoppt.  
Die Zellsuspension konnte dann in 50ml-Röhrchen überführt und bei 1700rpm 
für fünf Minuten bei 20°C zentrifugiert werden. Nach der Zentrifugation wurde 
der Überstand abgesaugt und das entstandene Zellpellet in 10ml Medium 
resuspendiert. Zum Expandieren der Zellen wurde die gesamte Zellsuspension 
auf entsprechend viele Flaschen verteilt. Wurde nur eine Weiterführung der 
Zellen angestrebt, so wurden die Zellen in einer Verdünnung von 1:10 bis 1:50 
(bei 1:10 z. B. 1ml der gesamten in 10ml resuspendierten Zellen) 
weiterkultiviert. 
Insgesamt wurden die Zellen über nicht mehr als zehn Passagen kultiviert. 
 
3.2.1.3. Zellzählung 
 
Zur Zählung wurden die Zellen, wie unter 3.2.1.1. angegeben, zunächst mittels 
Trypsin vom Flaschenboden abgelöst, zentrifugiert und in 10ml Medium 
resuspendiert. 
Anschließend wurden 20μl der Zellsuspension mit 20μl Trypanblaulösung 
zusammengegeben und resuspendiert. 10μl des Gemischs wurden in eine 
vorbereitete Neubauer-Zählkammer mit Deckgläschen pipettiert. Nach 
Auszählung aller vier Großquadrate und Ermittlung des Mittelwerts konnte die 
Zellzahl pro ml mit folgender Formel berechnet werden: 
Mittelwert x 2 (Verdünnung) x 10000 = Zellzahl/ml
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3.2.1.4. Zellen einfrieren 
 
Zum Einfrieren wurden die Zellen, wie unter 3.2.1.1. angegeben, zunächst 
mittels Trypsin vom Flaschenboden abgelöst und zentrifugiert. 
Anschließend wurde das Zellpellet in 2ml Einfriermedium (Kulturmedium + 10% 
DMSO) pro 75cm²-Flasche resuspendiert und je 1ml der Zellsuspension in ein 
Einfrierröhrchen überführt. 
Die Röhrchen wurden über Nacht bei -80°C in der Einfrierbox gelagert und 
dann zur Langzeitlagerung in Flüssigstickstoff bei -196°C aufbewahrt. 
 
3.2.1.5. Zellen auftauen 
 
Das Auftauen der Zellen im Einfrierröhrchen erfolgte im Wasserbad. Nach 
vorangegangener Entlüftung des Röhrchens zur Druckminderung wurden die 
Zellen im Wasserbad erwärmt, bis sie gerade getaut waren, anschließend mit 
einer Pipette in ein 50ml-Röhrchen mit 9ml Medium überführt und 
resuspendiert. Das Einfrierröhrchen wurde nochmals mit ca. 2ml der 
Zellsuspension gespült. Die gesamte Zellsuspension wurde dann bei 1700rpm 
für fünf Minuten bei 20°C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, das 
Pellet in 5ml Medium resuspendiert und in eine 75cm²-Flasche mit 10ml 
Medium überführt. 
 
3.2.1.6. Behandlung der Zellen für Proliferationsassays 
 
Die Zellen der verschiedenen Zelllinien wurden mit definierter Zellmenge (5000 
oder 10000 Zellen/well) in 200μl ihres Kulturmediums auf 96-well Platten 
ausgesät. Dabei wurden zwei komplette Plattensätze angefertigt, sodass später 
ein Plattensatz unter Normoxie und einer unter Hypoxie kultiviert werden 
konnte. Nach einer Anwachszeit von 24 Stunden im Brutschrank unter 
Normoxie konnten die Medikamente und Medikamentenkombinationen nach 
Absaugen des Mediums in verschiedenen Konzentrationen [Rapamycin 
(0,005μM; 0,05μM; 0,5μM; 5μM; 50μM), Metformin (1mM; 10mM), Cisplatin 
(1μM; 10μM), Etoposid (1μM; 10μM), Docetaxel (1nM; 100nM) und Paclitaxel 
(1nM; 100nM)] auf die Zellen gebracht werden. Dabei wurde jeder Ansatz, 
sowohl die einzelnen Medikamente als auch sämtliche Kombinationen, in 
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Dupletts oder Tripletts auspipettiert und in einem unabhängigen Versuch 
mindestens zweimal wiederholt. Die Chemotherapeutika wurden nur mit 
Rapamycin und nicht untereinander kombiniert, während für Metformin sowohl 
die Kombination mit Rapamycin oder Etoposid als auch mit beiden zusammen 
untersucht wurde. 
Zu diesem Zeitpunkt wurde zusätzlich eine Platte mit unbehandelten Zellen aller 
untersuchten Zelllinien als Startwert für die Berechnungen beim Kristall-
violettassay mit 11% Glutaraldialdehyd fixiert und bei 4°C zwischengelagert. 
Nach Zugabe der Medikamente wurde einer der beiden Plattensätze direkt 
zurück in den Brutschrank gestellt, während der andere in die Hypoxiekammer 
gegeben wurde. Diese wurde verschlossen und für vier Minuten mit einem 
Gasgemisch aus 5% CO2, N2 und einem Sauerstoffgehalt <1% bei einem Fluss 
von 15l/min begast. Nach luftdichtem Verschließen der Ventile wurde die 
Hypoxiekammer samt Platten ebenfalls im Brutschrank gelagert. 
Beide Plattensätze wurden für 72 Stunden kultiviert. 
 
Tabelle 2 Schematische Darstellung eines Behandlungsschemas für Zellen auf 96-well 
Platten im Proliferationsassay 
 
3.2.1.7. Behandlung der Zellen für Western Blotting  
 
Zur Kultivierung von behandelten Zellen in ausreichender Menge für Western 
Blotting wurden jeweils 400.000 oder 800.000 Zellen/well auf 6-well-Platten in 
zwei Sätzen auspipettiert und über Nacht im Brutschrank inkubiert. Am 
nächsten Tag wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit folgenden 
Medikamenten behandelt: Cisplatin (0,5μM; 1μM; 2μM), Etoposid (0,5μM) und 
Metformin (10mM) jeweils in Kombination mit Rapamycin (0,001μM; 0,005μM). 
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Etoposid wurde zusätzlich auch mit Metformin kombiniert. Jeweils ein 
kompletter Satz wurde unter Normoxie und einer unter Hypoxie kultiviert. Dieser 
Versuch wurde für eine Inkubation von 24 Stunden und von 72 Stunden 
durchgeführt. Die Begasung erfolgte wie unter 3.2.1.6. beschrieben.  
 
3.2.2. Western Blotting 
 
Das Verfahren des Western Blotting ermöglicht den Nachweis von Proteinen 
mithilfe spezifischer Antikörper. Nach der Proteinisolation aus den kultivierten 
Zellen werden die Proteine in der Gelelektrophorese zunächst nach 
Molekulargewicht aufgetrennt, um anschließend in einem Semi-Dry Elektroblot 
Verfahren auf eine PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran übertragen werden zu 
können. Die auf der Membran befindlichen Proteine werden dann mittels 
Primär- und Sekundärantikörpern detektiert. 
Zur Proteinisolation wurde das Medium auf den Zellen nach der Inkubationszeit 
von 24 oder 72 Stunden abgesaugt, die behandelten Zellen mit 1ml DPBS 
gewaschen, in 1ml DBPS mit dem Zellschaber abgekratzt und mit der Pipette in 
ein Reaktionsgefäß überführt. Bei 4°C wurde die Zellsuspension für fünf 
Minuten bei 2000 rpm abzentrifugiert, der Überstand abgesaugt und das 
Zellpellet in 80-300μl Lysispuffer (je nach Größe des Zellpellets) resuspendiert. 
Anschließend wurde das Lysat fünf Minuten bei 95°C im Heizblock erhitzt und 
danach auf Eis gekühlt. Nachdem die Lysate zweimal für je 15 Sekunden 
gevortext wurden, folgte eine erneute Zentrifugation bei 4°C für 15 Minuten mit 
13200 rpm. Der so von Zellfragmenten befreite Überstand wurde in ein neues 
Reaktionsgefäß gegeben und bei -20°C gelagert. 
Die Messung der Proteinkonzentration der einzelnen Lysate wurde mit dem DC 
Protein Assay von Biorad nach Herstelleranweisung in 96-well Platten 
durchgeführt. Zu 5µl der Proben und der Standardreihe wurden jeweils 25μl 
Reagent S und A (im Verhältnis 1:50) und 200μl Reagent B hinzugegeben. Die 
Platte wurde dann für 15 Minuten auf dem Schüttler inkubiert und die 
Proteinkonzentrationen danach bei 562nm im Photometer gemessen. 
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Tabelle 3 Standardkonzentrationsreihe BSA für die Bestimmung der 
Proteinkonzentration 
 
 
 
 
 
 
Für die Gelelektrophorese wurde zunächst ein 1mm dickes 10%iges 
Polyacrylamid-Trenngel in die Gelkammer gegossen und mit Isopropanol 
überschichtet. Nach Aushärtung des Trenngels wurde das Isopropanol mittels 
Whatman-Papier abgenommen und ein 3%iges Sammelgel über das Trenngel 
gegossen. 
Von den Proben wurde jeweils das entsprechende Aliquot entnommen, mit 
5fach-SDS-Ladepuffer im Verhältnis 1:5 zum Endvolumen versetzt und mit PBS 
auf das Endvolumen (je nach Taschengröße 15 oder 20μl) aufgefüllt. Nach 
dreiminütigem Kochen und kurzer Zentrifugation wurden die Proben auf das Gel 
aufgetragen. Zusätzlich wurden 5µl des vorgefärbten Größenstandards für 
Proteine aufgetragen. 
Nach Befüllung der Elektrophoresekammer mit Laufpuffer erfolgte die 
Auftrennung des Gels in einem zweistufigen Programm bei 300 Volt, 300 Watt 
und 15mA pro Gel für die ersten 30 Minuten und 30mA pro Gel für die 
folgenden 45-75 Minuten. 
Zum Transfer der Proteine vom Polyacrylamid-Gel auf die PVDF-Membran 
wurde das Semi-Dry Elektro Blot Verfahren verwendet. 
Vorab wurde die PVDF-Membran für zehn Sekunden in Methanol aktiviert, fünf 
Minuten in Aqua dest. gewaschen und im Anschluss für fünf Minuten in 
Anodenpuffer 1 vorinkubiert. Je ein starkes Whatman-Filterpapier wurde in 
Kathodenpuffer, Anodenpuffer 1 und Anodenpuffer 2 getränkt. Nach dem 
Abtrennen des Sammelgels wurden das Gel, die Filterpapiere und die PVDF-
Membran in einer Stapelkonstruktion („Blot-Sandwich“) aufeinander 
geschichtet: Zuunterst das Anodenpuffer 2-Filterpapier, dann das Filterpapier 
mit Anodenpuffer 1 und darauf die PVDF-Membran, das Gel und das Kathoden-
Filterpapier.  
Der Blottingvorgang erfolgte für 60 Minuten bei 25 Volt. 
Standard Konzentration 
[BSA µg/ml] 
Std.1 5000 
Std.2 2500 
Std.3 1250 
Std.4 625 
Std.5 312 
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Abbildung 9 Schematische Darstellung der Blotkonstruktion 
 
Nach dem Blotten wurde die Membran für fünf Minuten in TTBS zum Entfernen 
von Gelresten gewaschen, für eine Stunde bei Raumtemperatur in 5% BSA 
(gelöst in TTBS) zum Blockieren unspezifischer Bindungen inkubiert und über 
Nacht bei 4°C mit dem primären Antikörper inkubiert. Hierbei kamen die 
polyklonalen Rabbit IgG-Antikörper spezifisch gegen phospho-mTOR, mTOR, 
phospho-AKT, AKT, phospho-ERK, ERK, HIF1α und PARP zum Einsatz. 
Auf drei Waschvorgänge mit TTBS von je fünf Minuten folgte die Inkubation mit 
dem sekundären Antikörper (Anti-Rabbit-IgG 1:2000) für eine Stunde bei 
Raumtemperatur. Nach drei weiteren Waschvorgängen von je zehn Minuten 
konnten mittels Chemilumineszenz-Verfahren die Proteinbanden detektiert 
werden. Solution B und Solution A des ECL-Reagenz wurden im Verhältnis 
1:40 gemischt und der Blot mit 2ml dieser Reagenz überschichtet. Nach drei 
Minuten lichtgeschützter Inkubation wurde der Blot in Folie geschweißt und die 
Proteinbanden mit der Kamera des Detektiongeräts detektiert. 
Zur mehrmaligen Verwendung eines Blots wurde dieser in 50ml Stripping Buffer 
unter Zugabe von 400μl 2-Mercaptoethanol für 45 Minuten bei 55°C im 
Inkubator bei leichtem Schwenken gestrippt, um die gebundenen Antikörper zu 
entfernen. Nach dreimaligem Waschen von je fünf Minuten konnte erneut für 
eine Stunde mit 5% BSA blockiert und anschließend ein weiterer Erstantikörper 
aufgebracht werden. 
Zur Detektion von β-Aktin verkürzten sich die Antikörper-Inkubationszeiten für 
den Primärantikörper (Mouse-IgG 1:2000) auf eine Stunde und den 
Sekundärantikörper auf 30 Minuten (Anti-Mouse IgG 1:2000) jeweils bei 
Raumtemperatur. 
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3.2.3. Kristallviolett-Assay 
 
Der Kristallviolett-Assay ist ein Zellkulturtest, welcher die veränderte Masse 
vitaler, adhärenter Zellen in Zellkulturgefäßen über die optische Dichte misst. 
Dadurch, dass Kristallviolett vor allem DNA-assoziierte Nukleoproteine färbt, 
korreliert die photometrische Extinktion mit der veränderten Zellmasse, die der 
Zellmenge proportional ist. Dieses kolorimetrische Verfahren erlaubt somit eine 
Messung der Zytotoxizität bestimmter Medikamente und Medikamenten-
Kombinationen, indem die Extinktionen unbehandelter und behandelter Zellen 
verglichen werden. 
Die Zellen wurden wie unter 3.2.1.6. beschrieben behandelt. 
Nach einer Inkubation der Zelllinien bei 37°C für 72 Stunden in Hypoxie oder 
Normoxie wurde das Kulturmedium abgesogen und die adhärenten Zellen mit 
50μl/Well einer 11%igen Glutaraldialdehyd-Lösung zur Fixierung beschichtet. 
Die Platten wurden für 20 Minuten auf den Schüttler gegeben und danach drei 
Mal mit Leitungswasser gewaschen und gründlich ausgeklopft, um tote Zellen 
zu entfernen. Dem darauffolgenden Trocknungsvorgang von fünf bis zehn 
Minuten schloss sich die Hinzugabe von 100μl 0,1%iger Kristallviolettlösung 
(pH 4,5) pro Well an. Während der 20-minütigen Inkubation auf dem Schüttler 
färbten sich die Proteine der vitalen, adhärenten Zellen an. Überschüssiger 
Farbstoff wurde durch erneutes dreifaches Waschen mit Leitungswasser und 
Ausklopfen entfernt und die Platten wurden wiederum für fünf bis zehn Minuten 
getrocknet. Anschließend wurde der in den Zellen verbliebende Farbstoff mit 
100μl 10%igem Eisessig pro Well unter fünfminütigem Schütteln herausgelöst 
und die optische Dichte bei 562nm photometrisch gemessen. 
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4. Ergebnisse 
 
4.1. Effekt von Rapamycin und Hypoxie auf parentale Ovarialkarzinom-Zelllinien 
 
4.1.1. Detektion der Proteinexpression von HIF-1α und PARP in unbehandelten 
Ovarialkarzinom-Zelllinien 
 
In der Abbildung 10 ist die Proteinexpression von HIF-1α, Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase (PARP) und dem Housekeeping-Protein β-Aktin in den 
Ovarialkarzinom-Zelllinien HEY, IGROV-1 und SKOV-3 dargestellt. 
Die untersuchten Ovarialkarzinom-Zelllinien wurden für den Proteinnachweis 
mittels Western Blotting unter normoxischen Bedingungen oder für 24 oder 48 
Stunden unter Hypoxie bei einem Sauerstoffgehalt von 1% inkubiert.  
In den HEY- und IGROV-1-Zellen zeigte sich eine verstärkte HIF-1α-Expression 
nach 24 Stunden unter Hypoxie, die in SKOV-3-Zellen ausblieb. Außerdem ist 
erkennbar, dass eine HIF-1α-Expression bereits unter Normoxie nachweisbar 
war.  
 
 
Abbildung 10 Proteinexpression von HIF-1α und PARP in parentalen Ovarialkarzinom-
Zelllinien unter Normoxie und Hypoxie 
Die Western-Blot Untersuchung zeigt die Proteinexpression von HIF-1α und PARP im Vergleich 
zum Housekeeping-Protein β-Aktin. Links sind die Molekülgrößen der nachgewiesenen Proteine 
in Kilodalton angegeben. Von links nach rechts sind jeweils drei Proben HEY-, IGROV-1- und 
SKOV-3–Zellen aufgetragen worden, die unter verschiedenen Bedingungen inkubiert wurden.  
Ø = keine Hypoxie-Behandlung, 24h = 24-stündige Inkubation unter Hypoxie, 48h = 48-stündige 
Inkubation unter Hypoxie  
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Das Enzym PARP, dessen Spaltprodukte als Apoptosemarker dienen, lag mit 
einer Molekülgröße von 116 kDa nur in ungespaltener Form vor. Eine 
Apoptoseinduktion allein durch die Hypoxiebehandlung konnte folglich nicht 
nachgewiesen werden. 
 
4.1.2. Proliferationshemmung durch Rapamycin-Behandlung 
 
Die parentalen Ovarialkarzinom-Zelllinien HEY, IGROV-1 und SKOV-3 wurden 
mit aufsteigenden Rapamycin-Konzentrationen (0,05μM, 0,5μM, 5μM, 50μM) 
jeweils unter Normoxie oder Hypoxie behandelt und die Wachstumshemmung 
mittels nachfolgendem Proliferationsassay untersucht. 
Die Abbildung 11 zeigt, dass die Proliferation aller Zellen durch die Rapamycin-
Behandlung deutlich vermindert wurde. Die Behandlung mit den 
Konzentrationen von 0,05μM, 0,5μM und 5μM ergab kaum Unterschiede in der 
Stärke der Proliferationshemmung, wohingegen die Behandlung mit 50μM 
Rapamycin das Wachstum noch einmal deutlich reduzierte. 
Die Zytostatika-resistenten SKOV-3-Zellen wurden durch Rapamycin weniger 
beeinträchtigt, als beispielsweise die Zytostatika-sensitiven HEY-Zellen. 
In den unbehandelten Zellen zeigte sich für die HEY-Zellen ein deutlich 
stärkeres Wachstum unter normoxischen Bedingungen als unter Hypoxie, 
während die IGROV-1- und SKOV-3-Zelllinie durch Hypoxie nur geringfügig in 
ihrem Wachstum gehemmt wurden. Das Ansprechen auf Rapamycin erbrachte 
keinen signifikanten Unterschied zwischen der Normoxie- und Hypoxie-
Behandlung. 
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Abbildung 11 Proliferationsassay der Zelllinien HEY, IGROV-1 und SKOV-3 
Die Zellen wurden mit aufsteigenden Konzentrationen von Rapamycin (R) für 72 Stunden unter 
Normoxie (Norm) und Hypoxie (Hyp) behandelt und die Wachstumshemmung unter 
Verwendung des Kristallviolett-Assays (s. Methoden) bestimmt. 
 
4.1.3. Detektion der Proteinexpression von HIF-1α und PARP unter Rapamycin-
Behandlung 
 
Abbildung 12 zeigt die Proteinexpression von HIF-1α und PARP unter Hypoxie 
und Normoxie. Die HEY-Zellen wurden entweder mit Zugabe von 5μM 
Rapamycin oder als Kontrolle ohne Medikamentenzugabe für 72 Stunden 
inkubiert.  
Bei einer langen Inkubationszeit von 72 Stunden konnte eine deutliche 
Reprimierung der HIF-1α-Expression durch eine hohe Rapamycin-
Konzentration nachgewiesen werden. Des Weiteren ließ sich unter Hypoxie 
eine gesteigerte PARP-Spaltung durch Rapamycin und somit eine vermehrte 
Apoptose feststellen. 
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Abbildung 12 Western-Blot Untersuchung der Expression von HIF-1α und der Spaltung 
von PARP nach Rapamycin-Behandlung unter Normoxie und Hypoxie.  
In der Abbildung ist die Expression von HIF-1α, PARP und β-Aktin bei Zellen der Linie HEY zu 
sehen. In der obersten Bande ist die Expression von HIF-1α, in der mittleren die von PARP und 
cleaved PARP und in der untersten die Expression von β-Aktin dargestellt. Cleaved PARP 
bezeichnet das bei Apoptose nachzuweisende Spaltprodukt von PARP. Norm = Normoxie, Hyp 
= Hypoxie, Ø = keine Medikamentenzugabe, +Rap = Zugabe von 5μM Rapamycin 
 
4.2. Effekt von im Ovarialkarzinom eingesetzten Zytostatika in Kombination mit 
Rapamycin 
 
4.2.1 Proliferationshemmung durch Kombinationsbehandlung mit Zytostatika 
und Rapamycin bei parentalen Ovarialkarzinom-Zelllinien 
 
In diesem Versuch wurde die Wirkung einer Kombinationsbehandlung aus 
Zytostatikum und Rapamycin auf die parentalen Ovarialkarzinom-Zelllinien 
jeweils unter Normoxie und Hypoxie (Sauerstoffgehalt 1%) untersucht. 
Es wurde der Effekt auf das Zellwachstum sowohl von Cisplatin (1μM), Etoposid 
(0,5μM), Docetaxel (1nM) oder Paclitaxel (1nM) allein als auch der Effekt einer 
Rapamycin-Behandlung (0,005μM) und einer Kombinationsbehandlung mit 
Zytostatikum und Rapamycin nach 72-stündiger Inkubation gemessen (Abb. 13 
– 16). 
Schon die alleinige Gabe des jeweiligen Zytostatikums hemmte die 
Proliferation, wobei nachgewiesen werden konnte, dass die Zytostatika-
sensitiven HEY-Zellen v. a. durch Cisplatin und Etoposid signifikant in ihrem 
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Wachstum eingeschränkt wurden, wohingegen in den resistenten SKOV-3-
Zellen nur eine geringe Proliferationshemmung erfolgte. 
Die geringe Konzentration von Rapamycin von 0,005µM als Einzelgabe erzielte 
einen deutlichen wachstumshemmenden Effekt in allen untersuchten 
Ovarialkarzinom-Zelllinien  
Für die Kombinationsbehandlung konnten synergistische und additive Effekte 
zwischen Zytostatikum und Rapamycin nachgewiesen werden, sodass die 
Kombination der beiden Medikamente die Zellen in ihrem Wachstum stärker als 
die alleinige Gabe hemmt. 
Am deutlichsten zeigte sich der Effekt bei den mit Cisplatin behandelten Zellen. 
HEY- und IGROV-1-Zellen ließen einen synergistischen Effekt der 
Kombinationsbehandlung, SKOV-3-Zellen zumindest noch einen additiven 
Effekt erkennen. Für die Zytostatika-sensitiven HEY-Zellen konnte bei einer 
Kombinationsbehandlung mit Etoposid und Rapamycin ein synergistischer, bei 
der Kombinationsbehandlung mit Docetaxel und Rapamycin ein additiver Effekt 
der Kombination auf das Wachstum nachgewiesen werden.  
Der Vergleich unter Normoxie und Hypoxie konnte keine eindeutigen 
Unterschiede in der Wachstumshemmung durch die verschiedenen 
Behandlungen hervorheben. Insgesamt ließ sich nur die Tendenz einer weniger 
starken Proliferationshemmung bei Inkubation unter Hypoxie erkennen, was auf 
ein vermindertes Wachstum der unbehandelten Zellen unter hypoxischen 
Bedingungen zurückzuführen ist (ohne Abb.). 
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Abbildung 13 Ergebnisse des Proliferationsassays in parentalen Ovarialkarzinom-
Zelllinien nach Cisplatin/Rapamycin-Kombinationsbehandlung (72h) (Beschreibung s. 
Text) 
 
 
 
Abbildung 14 Ergebnisse des Proliferationsassays in parentalen Ovarialkarzinom-
Zelllinien nach Etoposid/Rapamycin-Kombinationsbehandlung (72h) (Beschreibung s. 
Text) 
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Abbildung 15 Ergebnisse des Proliferationsassays in parentalen Ovarialkarzinom-
Zelllinien nach Docetaxel/Rapamycin-Kombinationsbehandlung (72h) (Beschreibung s. 
Text) 
 
 
 
Abbildung 16 Ergebnisse des Proliferationsassays in parentalen Ovarialkarzinom-
Zelllinien nach Paclitaxel/Rapamycin-Kombinationsbehandlung (72h) (Beschreibung s. 
Text) 
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4.2.2. Detektion der Proteinexpression in mit Cisplatin und Rapamycin 
behandelten parentalen Ovarialkarzinom-Zelllinien 
 
4.2.2.1. Ergebnisse der Proteinexpression nach 24-stündiger Inkubation 
 
Wie aus Abbildung 17 zu ersehen, wurden in dieser Western-Blot Untersuchung 
die Proteinexpressionen sowohl von AKT, ERK und deren aktivierten 
phosphorylierten Formen als auch von HIF-1α, PARP und β-Aktin in parentalen 
Ovarialkarzinom-Zelllinien nachgewiesen. Für diesen Versuch wurden 
unbehandelte, mit Cisplatin oder mit einer Kombination aus Cisplatin und 
Rapamycin behandelte Zellen verwendet  
Die Expressionsanalyse demonstrierte eine deutliche Reprimierung von 
phospho-AKT bei Behandlung mit Cisplatin und auch der Kombination in HEY- 
und IGROV-1-Zellen, jedoch nicht in SKOV-3-Zellen. Für IGROV-1-Zellen 
konnte zudem durch die Medikamentenzugabe auch eine Herabregulation der 
nicht phosphorylierten Form von AKT nachgewiesen werden. 
Die MAP-Kinase ERK erfuhr in den HEY-Zellen keine deutlich verstärkte 
Aktivierung, welche sich als phospho-ERK-Bande zeigen würde, wohl aber eine 
insgesamt verstärkte ERK-Expression unter Behandlung. Bei den IGROV-1-
Zellen konnte mittels phospho-ERK-Bande eine Aktivierung von ERK unter 
Hypoxie nachgewiesen werden, die durch die Zugabe von Cisplatin ± 
Rapamycin wieder abnahm. Die SKOV-3-Zellen zeigten bereits unter 
normoxischen Bedingungen eine ERK-Aktivierung, die sich bei Beigabe der 
Medikamente leicht abschwächte. Unter Hypoxie blieb diese Aktivierung aus; 
fand unter diesen Bedingungen allerdings eine Behandlung mit Cisplatin ± 
Rapamycin statt, so wurde ERK wiederum aktiviert. 
Für die HIF-1α-Expression zeigte sich bei den Zelllinien ein ähnliches Muster: 
HIF-1α wurde durchweg gering exprimiert, durch Medikamentenzugabe kam die 
Expression fast zum Erliegen. 
In HEY- und IGROV-1-Zellen konnte eine deutliche PARP-Spaltung bei 
Behandlung nachgewiesen werden, während diese in den SKOV-3-Zellen nur 
partiell vorlag. 
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Abbildung 17 Ergebnisse der Western-Blot Untersuchung in mit Cisplatin und 
Rapamycin behandelten parentalen Ovarialkarzinom-Zelllinien (24h) 
In der Abbildung ist die Proteinexpression in HEY-, IGROV-1- und SKOV-3-Zellen für phospho-
AKT, AKT, phospho-ERK, ERK, HIF-1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 24-stündiger 
Behandlung mit Cisplatin (2μM) oder einer Kombination aus Cisplatin (2μM) und Rapamycin 
(5nM) dargestellt. Die Zellen wurden unter Normoxie und Hypoxie (mit einem Sauerstoffgehalt 
von <1%) inkubiert. 
 
4.2.2.2. Ergebnisse der Proteinexpression nach 72-stündiger Inkubation 
 
Dieser Versuch wurde ähnlich zu dem unter 4.2.2.1. beschriebenen Versuch 
durchgeführt. Für diese Western-Blot Untersuchung wurden die Zellen mit 72 
Stunden länger und mit geringeren Medikamentenkonzentrationen (0,5μM für 
Cisplatin und 1nM für Rapamycin) als im vorherigen Versuch inkubiert. 
Die Expressionsanalyse der Proteine ergab für AKT eine Aktivierung bei den 
HEY-Zellen unter Kombinationsbehandlung mit Cisplatin und Rapamycin. Bei 
den IGROV-1-Zellen trat die geringste AKT-Aktivität bei den nur mit Cisplatin 
behandelten Zellen auf, bei SKOV-3-Zellen ließ sich eine leicht gesteigerte 
AKT-Aktivierung nach Behandlung erkennen. Unter Hypoxie fiel die phospho-
AKT-Expression insgesamt bei den SKOV-3-Zellen etwas geringer aus. 
Während sich bei den HEY-Zellen keinerlei ERK-Aktivierung ausprägte, wurde 
bei den IGROV-1-Zellen die ERK-Aktivierung unter Hypoxie gesteigert. Bei den 
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SKOV-3-Zellen wurde die phospho-ERK-Expression unter Medikamenten-
behandlung verstärkt. 
Eine PARP-Spaltung erfolgte bei den HEY-Zellen partiell unter Behandlung mit 
Cisplatin ± Rapamycin, in den IGROV-1-Zellen ließ sich eine leichte PARP-
Spaltung nur unter alleiniger Cisplatin-Behandlung erkennen, während bei 
SKOV-3-Zellen keine Spaltung von PARP nachgewiesen werden konnte. 
 
 
Abbildung 18 Ergebnisse der Western-Blot Untersuchung in mit Cisplatin und 
Rapamycin behandelten parentalen Ovarialkarzinom-Zelllinien (72h) 
In der Abbildung ist die Proteinexpression in HEY-, IGROV-1- und SKOV-3-Zellen für phospho-
AKT, AKT, phospho-ERK, ERK, HIF-1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 72-stündiger 
Behandlung mit Cisplatin (0,5μM) oder einer Kombination aus Cisplatin (0,5μM) und Rapamycin 
(1nM) dargestellt. Die Zellen wurden unter Normoxie und Hypoxie (mit einem Sauerstoffgehalt 
von <1%) inkubiert. 
 
4.2.3. Proliferationshemmung durch Kombinationsbehandlung mit Zytostatika 
und Rapamycin bei resistenten Ovarialkarzinom-Zelllinien 
 
In diesem Versuch wurde ähnlich zu dem Versuch aus 4.2.1. die Wirkung einer 
Kombinationsbehandlung aus Zytostatikum und Rapamycin auf die resistenten 
HEY-Zelllinien jeweils unter Normoxie und Hypoxie untersucht. 
Auch hier wurde der Effekt auf das Zellwachstum sowohl von Cisplatin (1μM), 
Etoposid (0,5μM), Docetaxel (1nM) oder Paclitaxel (1nM) allein als auch der 
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Effekt einer Rapamycin-Behandlung (0,005μM) und einer Kombinations-
behandlung mit Zytostatikum und Rapamycin gemessen. 
Wie die Abbildungen 19 - 22 zeigen, wirkte Rapamycin wie bei den parentalen 
Zelllinien auch hier schon als einzelnes Medikament in geringen 
Konzentrationen proliferationshemmend. 
Für die Kombinationsbehandlung konnten ebenfalls wie bei den parentalen 
Zelllinien synergistische und additive Effekte zwischen Zytostatikum und 
Rapamycin nachgewiesen werden. 
Verstärkte proliferationshemmende Effekte durch die Kombinationsbehandlung 
fanden sich in allen mit Cisplatin und Rapamycin behandelten Zellen, wobei die 
Taxan-resistenten Zelllinien von dieser Zusammensetzung am meisten in ihrem 
Wachstum eingeschränkt wurden. 
Ein ähnliches Bild stellte sich in der Behandlung mit Etoposid und Rapamycin 
dar. Hierbei wurden allerdings die Cisplatin-resistenten Zellen durch den 
synergistischen Effekt von Rapamycin und Etoposid am deutlichsten an der 
Proliferation gehindert. 
Während sich eine starke Abnahme des Zellwachstums durch die 
Docetaxel/Rapamycin-Kombinationsbehandlung in den Cisplatin- und Etoposid-
resistenten HEY-Zellen zeigte, konnte nur eine geringe bzw. keine additive oder 
synergistische Wirkung bei den mit Paclitaxel und Rapamycin in Kombination 
behandelten Zelllinien erzielt werden. 
Bei einem Vergleich von Normoxie- und Hypoxie-Werten stellten sich keine 
signifikanten Unterschiede in der Wachstumshemmung durch die 
verschiedenen Behandlungen heraus. 
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Abbildung 19 Ergebnisse des Proliferationsassays in resistenten Ovarialkarzinom-
Zelllinien nach Cisplatin/Rapamycin-Kombinationsbehandlung (72h) (Beschreibung s. 
Text) 
 
 
 
Abbildung 20 Ergebnisse des Proliferationsassays in resistenten Ovarialkarzinom-
Zelllinien nach Etoposid/Rapamycin-Kombinationsbehandlung (72h) (Beschreibung s. 
Text) 
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Abbildung 21 Ergebnisse des Proliferationsassays in resistenten Ovarialkarzinom-
Zelllinien nach Docetaxel/Rapamycin-Kombinationsbehandlung (72h) (Beschreibung s. 
Text) 
 
 
 
Abbildung 22 Ergebnisse des Proliferationsassays in resistenten Ovarialkarzinom-
Zelllinien nach Paclitaxel/Rapamycin-Kombinationsbehandlung (72h) (Beschreibung s. 
Text) 
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4.2.4. Detektion der Proteinexpression in mit Cisplatin und Rapamycin 
behandelten resistenten Ovarialkarzinom-Zelllinien 
 
4.2.4.1. Ergebnisse der Proteinexpression der Cisplatin- und Etoposid-
resistenten HEY-Zelllinien nach 24-stündiger Inkubation 
 
In dieser Western-Blot Untersuchung wurde die Proteinexpression in Cisplatin- 
und Etoposid-resistenten HEY-Zelllinien detektiert. Die Zellen wurden für diesen 
Versuch für 24 Stunden ohne Medikamentenzugabe, mit Cisplatin oder einer 
Kombination aus Cisplatin und Rapamycin unter Normoxie oder Hypoxie 
kultiviert. 
Die Expressionsanalyse zeigte eine Abnahme von phospho-AKT durch 
Cisplatin in Etoposid-resistenten HEY-Zellen, eine Zunahme hingegen bei der 
Kombinationsbehandlung in beiden Linien. 
Für phospho-ERK konnte eine leichte Herabregulation von phospho-ERK unter 
Hypoxie und durch Behandlung für die Etoposid-resistenten HEY-Zellen 
dargestellt werden. 
Unter Cisplatin-Behandlung wies die MAP-Kinase ERK eine gesteigerte 
Expression in den Cisplatin-resistenten Zellen auf. 
Vergleicht man in den Cisplatin-resistenten Zellen die HIF-1α-Expression unter 
Normoxie und Hypoxie, so fällt auf, dass sie unter Normoxie durch Cisplatin-
Gabe stieg, unter Hypoxie aber in unbehandelten Zellen stark exprimiert war 
und dann durch die Cisplatin-Gabe verringert wurde. In Etoposid-resistenten 
Zellen nahm die HIF-1α-Expression durch Kombinationsbehandlung ab. 
Eine PARP-Spaltung konnte für diese Proteinlysate nicht nachgewiesen 
werden, obgleich das Wachstum der Cisplatin- und Etoposid-resistenten HEY-
Zellen unter Cisplatin-Behandlung im Proliferationsassay ähnlich stark wie bei 
den parentalen HEY-Zellen eingeschränkt wurde. 
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Abbildung 23 Western-Blot Untersuchung in mit Cisplatin und Rapamycin behandelten 
Cisplatin- und Etoposid-resistenten HEY-Zelllinien (24h) 
Die Abbildung zeigt die Proteinexpression von phospho-AKT, AKT, phospho-ERK, ERK, HIF-
1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 24-stündiger Kultivierung mit Cisplatin (1μM) oder 
einer Kombination aus Cisplatin (1μM) und Rapamycin (5nM) für Cisplatin- und Etoposid-
resistente HEY-Zellen. Die Zellen wurden unter Normoxie und Hypoxie (mit einem 
Sauerstoffgehalt von <1%) inkubiert. 
 
4.2.4.2. Ergebnisse der Proteinexpression der Cisplatin- und Etoposid-
resistenten HEY-Zelllinien nach 72-stündiger Inkubation 
 
Die Untersuchung der Proteinexpression in Cisplatin- und Etoposid-resistenten 
HEY-Zelllinien nach 72-stündiger Inkubation unter Normoxie oder Hypoxie 
gleicht im Aufbau der unter 4.2.4.1. beschriebenen Western-Blot Analyse. Für 
die 72-stündige Inkubation wurden die Medikamentendosen angepasst 
(Cisplatin 0,5μM, Rapamycin 1nM). 
Bei genauem Vergleich mit der β-Aktin-Expression zeigten sich eine leichte 
Zunahme der phospho-AKT-Expression nach Cisplatin-Zugabe und eine 
Abnahme durch die Kombinationsbehandlung in den Cisplatin-resistenten HEY-
Zellen. 
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Sowohl die Cisplatin- als auch die Etoposid-resistenten Zelllinien präsentierten 
in den unbehandelten Proben eine Zunahme der phospho-ERK-Expression von 
Normoxie zu Hypoxie. Zusätzlich wurde die Expression in den Cisplatin-
resistenten Zellen unter Hypoxie durch die Kombinationsbehandlung verringert. 
Bei den Etoposid-resistenten HEY-Zellen hingegen nahm die ERK-Aktivierung 
durch Cisplatin-Zugabe ab und bei Kombinationsbehandlung wieder zu. 
Des Weiteren ließ sich in beiden Zelllinien unter Hypoxie eine leichte 
Verminderung der HIF-1α-Expression durch die Kombinationsbehandlung aus 
Cisplatin und Rapamycin erkennen. 
Bei der Proteinisolierung für diesen Western-Blot wurde der Überstand und 
somit sich in Ablösung befindliche Zellen mitgeerntet. Eine PARP-Spaltung fand 
sich in allen Proben und wurde durch die Kombinationsbehandlung noch 
verstärkt. 
 
Abbildung 24 Western-Blot Untersuchung in mit Cisplatin und Rapamycin behandelten 
Cisplatin- und Etoposid-resistenten HEY-Zelllinien (72h) 
Die Abbildung zeigt die Proteinexpression von phospho-AKT, AKT, phospho-ERK, ERK, HIF-
1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 72-stündiger Kultivierung mit Cisplatin (0,5μM) oder 
einer Kombination aus Cisplatin (0,5μM) und Rapamycin (1nM) für Cisplatin- und Etoposid-
resistente HEY-Zellen. Die Zellen wurden unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen 
(Sauerstoffgehalt von <1%) inkubiert. 
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4.2.4.3. Ergebnisse der Proteinexpression der Docetaxel- und Paclitaxel-
resistenten HEY-Zelllinien nach 24-stündiger Inkubation 
 
Analog zu dem Versuchsaufbau aus 4.2.4.1. wurden für diesen Western-Blot 
Docetaxel- und Paclitaxel-resistente HEY-Zellen behandelt. 
In diesen Zellen waren phospho-AKT und AKT konstitutiv exprimiert, zeigten 
aber keine Regulation durch Hypoxie oder Behandlung. 
Phospho-ERK, welches hier kaum exprimiert wurde, nahm bei Verabreichung 
der Kombinationsbehandlung aus Cisplatin und Rapamycin weiter ab. 
In den unbehandelten Paclitaxel-resistenten Zellen wurde die ERK-Expression 
unter Hypoxie - im Vergleich zur Normoxie - verstärkt. 
 
 
 
Abbildung 25 Western-Blot Untersuchung in mit Cisplatin und Rapamycin behandelten 
Docetaxel- und Paclitaxel-resistenten HEY-Zelllinien (24h) 
Die Abbildung zeigt die Proteinexpression von phospho-AKT, AKT, phospho-ERK, ERK, HIF-
1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 24-stündiger Kultivierung mit Cisplatin (1μM) oder 
einer Kombination aus Cisplatin (1μM) und Rapamycin (5nM) für Docetaxel- und Paclitaxel-
resistente HEY-Zellen. Die Zellen wurden unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen 
(Sauerstoffgehalt von <1%) inkubiert. 
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Des Weiteren wurde ERK in den normoxisch behandelten Docetaxel-
resistenten und in den hypoxisch behandelten Paclitaxel-resistenten-Zellen bei 
Medikamentenzugabe schwächer exprimiert. 
Während die HIF-1α-Expression in den Docetaxel-resistenten HEY-Zellen 
keinem spezifischen Muster folgte, ließ sich für die Paclitaxel-resistenten Zellen 
eine Abnahme der HIF-1α-Expression unter Kombinationsbehandlung eruieren. 
Der Apoptosenachweis mittels PARP-Spaltung fiel in diesem Versuch negativ 
aus.  
 
4.2.4.4. Ergebnisse der Proteinexpression der Docetaxel- und Paclitaxel-
resistenten HEY-Zelllinien nach 72-stündiger Inkubation 
 
Für diese Western-Blot Analyse wurde die Proteinexpression Docetaxel- und 
Paclitaxel-resistenter HEY-Zellen in einem ähnlichen Versuchsaufbau zu 
4.2.4.2. untersucht. 
Wie aus der Abbildung 26 zu ersehen, fand sich für phospho-AKT eine leichte 
Abnahme der Expression durch die kombinierte Zugabe von Cisplatin und 
Rapamycin in Docetaxel-resistenten Zellen. Für diese Zellen ließ sich zusätzlich 
eine verminderte Aktivierung von ERK (s. phospho-ERK-Banden) bei 
Kombinationsbehandlung feststellen. 
Im Gegensatz zu der 24h-Inkubation war hier in Normoxie eine konstitutive 
phospho-ERK-Expression der Paclitaxel-resistenten HEY-Zellen nachweisbar. 
Durch Behandlung mit Cisplatin oder Cisplatin und Rapamycin in Kombination 
nahm diese Expression ab und unter Hypoxie fiel sie insgesamt geringer aus. 
Wie in dem analogen Versuch mit den Cisplatin- und Etoposid-resistenten 
Zellen wurde auch hier der Überstand mitgeerntet. Es fand sich ebenfalls eine 
PARP-Spaltung in allen Proben, die sich bei den Docetaxel-resistenten Zellen 
durch die Kombinationsbehandlung noch verstärkte. 
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Abbildung 26 Western-Blot Untersuchung in mit Cisplatin und Rapamycin behandelten 
Docetaxel- und Paclitaxel-resistenten HEY-Zelllinien (72h) 
Die Abbildung zeigt die Proteinexpression von phospho-AKT, AKT, phospho-ERK, ERK, HIF-
1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 72-stündiger Kultivierung mit Cisplatin (0,5μM) oder 
einer Kombination aus Cisplatin (0,5μM) und Rapamycin (1nM) für Docetaxel- und Paclitaxel-
resistente HEY-Zellen. Die Zellen wurden unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen 
(Sauerstoffgehalt von <1%) inkubiert. 
 
4.2.5. Detektion der Proteinexpression in mit Etoposid und Rapamycin 
behandelten parentalen Ovarialkarzinom-Zelllinien 
 
In dieser Proteinexpressionsanalyse mittels Western-Blot wurden die 
parentalen Ovarialkarzinom-Zelllinien HEY, IGROV-1 und SKOV-3 unbehandelt 
belassen oder dem Zytostatikum Etoposid bzw. der Kombinationsbehandlung 
aus Etoposid und Rapamycin ausgesetzt. Die Inkubation erfolgte in dem 
doppelten Ansatz jeweils in Normoxie und Hypoxie für 72 Stunden. 
Bei den HEY-Zellen konnte eine leichte AKT-Aktivierung (s. phospho-AKT-
Banden) durch die Zugabe von Etoposid eruiert werden. 
Durch die Zugabe von Etoposid und der Kombinationsbehandlung zeigte sich 
zudem eine Steigerung der ERK-Aktivierung, die sich unter Hypoxie noch 
53 
 
verstärkte. Unter hypoxischen Bedingungen war auch eine insgesamt 
gesteigerte ERK-Expression in den HEY-Zellen nachweisbar. 
Eine partielle PARP-Spaltung lag in allen Proben der HEY-Zellen vor, welche 
durch Medikamentenbehandlung noch verstärkt wurde. 
Im Gegensatz zu den HEY-Zellen nahm bei den IGROV-1-Zellen die phospho-
AKT-Expression nach Etoposid- und Etoposid/Rapamycin-Zugabe in Normoxie 
leicht ab. Darüber hinaus verminderte sich nach Etoposid-Gabe unter Normoxie 
die ERK-Aktivierung. Bei der Etoposid/Rapamycin-Gabe wurde dieser Effekt 
noch verstärkt. Eine minimale PARP-Spaltung zeigte sich in den Etoposid-
behandelten IGROV-1-Zellen. 
Die SKOV-3-Zellen präsentierten unter Hypoxie im Vergleich zur Normoxie 
insgesamt eine gesteigerte Expression von phospho-AKT, AKT, ERK und  
HIF-1α. Phospho-ERK wurde bei Medikamentenzugabe verstärkt exprimiert. 
Eine PARP-Spaltung ließ sich bei den SKOV-3-Zellen in diesem Versuch nicht 
nachweisen. 
 
 
Abbildung 27 Ergebnisse der Proteinexpressionsanalyse mittels Western-Blot in 
parentalen Ovarialkarzinom-Zelllinien nach Behandlung mit Etoposid und Rapamycin 
(72h) 
Dargestellt ist die Proteinexpression in HEY-, IGROV-1- und SKOV-3-Zellen für phospho-AKT, 
AKT, phospho-ERK, ERK, HIF-1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 72-stündiger 
Inkubation ohne Medikamentenzugabe, mit Etoposid (0,5μM) oder einer Kombination aus 
Etoposid (0,5μM) und Rapamycin (1nM). Die Zellen wurden jeweils unter Normoxie oder 
Hypoxie (mit einem Sauerstoffgehalt von <1%) inkubiert. 
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4.2.6. Detektion der Proteinexpression in mit Etoposid und Rapamycin 
behandelten resistenten Ovarialkarzinom-Zelllinien 
 
4.2.6.1. Ergebnisse der Proteinexpression der Cisplatin- und Etoposid-
resistenten HEY-Zelllinien bei Etoposid- und Rapamycinbehandlung 
 
Für diesen Versuch wurden Cisplatin- und Etoposid-resistente HEY-Zellen 
jeweils mit Etoposid oder der Kombinationsbehandlung aus Etoposid und 
Rapamycin für 72 Stunden in Normoxie oder Hypoxie inkubiert. 
In der Expressionsanalyse fand sich für die Cisplatin-resistenten HEY-Zellen 
eine deutliche phospho-AKT-Abnahme nach Gabe von Etoposid oder 
Etoposid/Rapamycin, während die phospho-AKT-Expression in den Etoposid-
resistenten Zellen nach Behandlung eher zunahm. 
Die phospho-ERK-Expression nahm durch Gabe von Etoposid bei den 
Cisplatin-resistenten Zellen sowohl unter Normoxie als auch unter Hypoxie 
deutlich ab und dieser Effekt wurde bei Anwendung der Kombinations-
behandlung zusätzlich verstärkt. Für Gesamt-ERK konnte allerdings eine v. a. 
durch die Kombinationsbehandlung gesteigerte Proteinmenge nachgewiesen 
werden. In den Etoposid-resistenten Zellen hingegen wurde ERK durch 
Etoposidgabe phosphoryliert und somit aktiviert, jedoch durch die 
Kombinationsbehandlung wieder herunterreguliert, wobei die Expression von 
Gesamt-ERK hier keine Regulation zeigte. 
Wie aus Abbildung 28 zu ersehen, konnte keine Exprimierung von HIF-1α 
nachgewiesen werden. 
Bei den Cisplatin-resistenten Zellen wurde durch Etoposid- und 
Kombinationsbehandlung eine verstärkte PARP-Spaltung erzielt. In den 
Etoposid-resistenten Zellen bewirkte die Medikamentenbehandlung allerdings 
keine eindeutig gesteigerte PARP-Spaltung. 
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Abbildung 28 Ergebnisse der Proteinexpressionsanalyse mittels Western-Blot in 
Cisplatin- und Etoposid-resistenten HEY-Zellen nach Behandlung mit Etoposid und 
Rapamycin (72h) 
Dargestellt ist die Proteinexpression in Cisplatin- und Etoposid-resistenten HEY-Zellen für 
phospho-AKT, AKT, phospho-ERK, ERK, HIF-1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 72-
stündiger Inkubation ohne Medikamentenzugabe, mit Etoposid (0,5μM) oder einer Kombination 
aus Etoposid (0,5μM) und Rapamycin (1nM). Die Zellen wurden jeweils unter Normoxie oder 
Hypoxie (mit einem Sauerstoffgehalt von <1%) inkubiert. 
 
4.2.6.2. Ergebnisse der Proteinexpression der Docetaxel- und Paclitaxel-
resistenten HEY-Zelllinien bei Etoposid- und Rapamycinbehandlung 
 
Dieses Experiment zur Bestimmung der Proteinexpression für Docetaxel- und 
Paclitaxel-resistente Zellen wurde analog zu dem Versuchsablauf aus 4.2.6.1. 
durchgeführt. 
Die Expressionsanalyse wies keine Änderung der Regulation von phospho-AKT 
oder AKT für beide Zelllinien nach, wohl aber einen Rückgang der phospho-
ERK-Expression durch die Kombinationsbehandlung aus Etoposid und 
Rapamycin. Außerdem fand sich für beide Zelllinien nach alleiniger 
Etoposidbehandlung eine verstärkte ERK-Expression, die sich aber bei der 
Kombinationsbehandlung wieder verminderte. 
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Wie schon für die in gleicher Weise behandelten Cisplatin- und Etoposid-
resistenten Zellen konstatiert, ließ sich bei den Docetaxel- und Paclitaxel-
resistenten Zellen ebenfalls keine HIF-1α-Expression nachweisen. 
Eine PARP-Spaltung ließ sich in allen Proben eruieren, am stärksten fand sie 
jedoch in den Etoposid-behandelten Zellen statt. Ähnlich zu der Regulation der 
ERK-Expression nahm auch hier bei Kombinationsbehandlung die Menge des 
gespaltenen PARP-Proteins wieder ab. 
 
 
 
Abbildung 29 Ergebnisse der Proteinexpressionsanalyse mittels Western-Blot in 
Docetaxel- und Paclitaxel-resistenten HEY-Zellen nach Behandlung mit Etoposid und 
Rapamycin (72h) 
Dargestellt ist die Proteinexpression in Docetaxel- und Paclitaxel-resistenten HEY-Zellen für 
phospho-AKT, AKT, phospho-ERK, ERK, HIF-1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 72-
stündiger Inkubation ohne Medikamentenzugabe, mit Etoposid (0,5μM) oder einer Kombination 
aus Etoposid (0,5μM) und Rapamycin (1nM). Die Zellen wurden jeweils unter Normoxie oder 
Hypoxie (mit einem Sauerstoffgehalt von <1%) inkubiert. 
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4.3. Effekt von Metformin in Kombination mit Etoposid und Rapamycin 
 
4.3.1. Proliferationshemmung durch eine Kombinationsbehandlung aus 
Rapamycin und Metformin bei parentalen Ovarialkarzinom-Zelllinien 
 
Zusätzlich zu den vorangegangenen Proliferationsassays wurde in diesem 
Versuch die proliferationshemmende Wirkung des Antidiabetikums Metformin 
(s. Kap 1.3.5.) in Kombination mit Rapamycin untersucht. 
Metformin wurde als zusätzlicher Inhibitor verwendet, da dieser eine weitere 
Einschränkung der Proliferation in Etoposid-resistenten Zellen wie IGROV-1 
und SKOV-3 bewirken und zudem ein eindeutigeres Ergebnis der 
Beeinflussung der untersuchten Signalwege ermöglichen könnte. 
 
 
Abbildung 30 Darstellung der Proliferationshemmung nach Behandlung von parentalen 
Ovarialkarzinom-Zelllinien mit Rapamycin und Metformin 
Die Zellen wurden entweder unbehandelt belassen oder mit Rapamycin (0,005μM), Metformin 
(10mM) bzw. der Kombination aus beiden (Rapamycin 0,005μM + Metformin 10mM) behandelt. 
Nach 72-stündiger Inkubation unter Normoxie oder Hypoxie (1% Sauerstoffgehalt) erfolgte die 
Analyse mittels Kristallviolett-Assay. Norm = Normoxie, Hyp = Hypoxie, Ø = keine 
Medikamentenzugabe, 0,005μM Rap = Zugabe von 0,005μM Rapamycin, 10mM Met = Zugabe 
von 10mM Metformin, 0,005μM Rap + 10mM Met = Zugabe von 0,005μM Rapamycin und 
10mM Metformin 
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Wie aus Abbildung 30 ersichtlich, wirkte Metformin bei alleiniger Gabe bereits 
proliferationshemmend auf die parentalen Ovarialkarzinom-Zelllinien. Die 
alleinige Wirkung von Rapamycin war zwar ausgeprägter, aber Metformin 
konnte gerade dort die Wirkung von Rapamycin verstärken, wo es bei alleiniger 
Gabe eine verminderte Hemmung des Wachstums hervorrief. 
Während die Kombinationsbehandlung aus Metformin und Rapamycin bei den 
HEY-Zellen den inhibierenden Einfluss von Rapamycin nicht vergrößerte, 
erzielte diese vor allem in den IGROV-1- und SKOV-3-Zellen einen verstärkten 
proliferationshemmenden Effekt. 
 
4.3.2. Proliferationshemmung durch die Kombinationsbehandlung aus Etoposid, 
Rapamycin und Metformin bei parentalen Ovarialkarzinom-Zelllinien 
 
Die Ergebnisse dieses Proliferationsassays, der in Abbildung 31 dargestellt ist, 
zeigten deutlich, dass Rapamycin einen wesentlich verstärkten proliferations-
hemmenden Effekt auf die HEY-Zellen ausübte als Metformin. Selbst die 
Dreifach-Kombination aus Etoposid, Rapamycin und Metformin konnte das 
Wachstum der Zellen nicht stärker einschränken als die Kombination aus 
Etoposid und Rapamycin. 
Wie bereits erwähnt demonstrierten IGROV-1- und SKOV-3 Zellen eine 
wesentlich stärkere Etoposid-Resistenz als die HEY-Zellen, was sich auch in 
Abbildung 31 zeigt. 
Die IGROV-1-Zellen boten bei Behandlung mit Etoposid und Rapamycin oder 
Etoposid und Metformin ein ähnliches Ansprechen, wohingegen die dreifache 
Kombination aber eine noch stärkere Wachstumshemmung auslösen konnte. 
Auch in den SKOV-3-Zellen bewirkte die dreifache Kombinationsbehandlung 
eine verstärkte Inhibition der Proliferation als die anderen Medikamentengaben 
und Kombinationsbehandlungen. 
Unterschiede im Ansprechen auf die Behandlung zwischen Normoxie und 
Hypoxie bildeten sich kaum ab, lediglich bei den SKOV-3-Zellen zeigte sich 
eine deutlichere Hemmung unter Normoxie bei Etoposid/Rapamycin-Gabe als 
bei Etoposid/Metformin-Gabe, während unter Hypoxie die Etoposid/Metformin-
Gabe das Wachstum stärker einschränkte. 
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Abbildung 31 Darstellung der Proliferationshemmung nach Behandlung von HEY-, 
IGROV-1- und SKOV-3-Zelllinien mit Etoposid, Rapamycin und Metformin  
Die Zellen wurden entweder unbehandelt belassen oder wie folgt behandelt: Etoposid, Etoposid 
+ Rapamycin, Metformin, Etoposid + Metformin oder Etoposid + Rapamycin + Metformin. 
Etoposid wurde dabei auf 0,5μM dosiert, Rapamycin auf 0,005μM und Metformin auf 10mM. 
Nach 72-stündiger Inkubation unter jeweils Normoxie und Hypoxie (1% Sauerstoffgehalt) 
erfolgte die Analyse mittels Kristallviolett-Assay. Norm = Normoxie, Hyp = Hypoxie, Ø = keine 
Medikamentenzugabe, Eto = Etoposid, Rap = Rapamycin, Met = Metformin 
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4.3.3. Detektion der Proteinexpression in mit Etoposid, Rapamycin und 
Metformin behandelten parentalen Ovarialkarzinom-Zelllinien 
 
4.3.3.1. Ergebnisse der Proteinexpression der HEY-Zelllinie  
 
4.3.3.1.1. Ergebnisse der Proteinexpression der HEY-Zelllinie nach 24-
stündiger Inkubation 
 
Wie in Abbildung 32 zu ersehen, wurden für diese Western-Blot Untersuchung 
HEY-Zellen mit verschiedenen Medikamentenkombinationen aus Etoposid, 
Rapamycin und Metformin für 24 Stunden inkubiert. 
 
 
Abbildung 32 Ergebnisse der Proteinexpressionsanalyse mittels Western-Blot in der 
HEY-Zellinie nach Behandlung mit Etoposid, Rapamycin und Metformin (24h) 
Dargestellt ist die Proteinexpression in HEY-Zellen für phospho-AKT, AKT, phospho-ERK, ERK, 
HIF-1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 24-stündiger Inkubation. 
Folgende Medikamente und Kombinationen wurden verwendet: Etoposid (0,5μM), Etoposid 
(0,5μM) + Rapamycin (1nM), Metformin (10mM), Etoposid (0,5μM) + Metformin (10mM), 
Etoposid (0,5μM) + Rapamycin (1nM) + Metformin (10mM). Die Zellen wurden jeweils unter 
Normoxie oder Hypoxie (mit einem Sauerstoffgehalt von 1%) inkubiert. 
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Insgesamt fiel eine Hochregulation der Proteine in den unter Hypoxie 
inkubierten Zellen auf: Sowohl phospho-AKT und AKT als auch phospho-ERK 
und ERK wurden unter Hypoxie stärker exprimiert. 
Unter normoxischen Bedingungen wurde die Phospho-AKT-Exprimierung durch 
alleinige Etoposid- oder Metformin-Gabe und durch die Kombination der beiden 
Medikamente verringert. 
Während unter Normoxie die Etoposid-Gabe die Proteinexpression von 
phospho-ERK drosselte, so wurde sie unter Hypoxie durch die Kombination von 
Etoposid und Metformin verstärkt. 
Eine gesteigerte PARP-Spaltung konnte ebenfalls bei der Kombination von 
Etoposid und Metformin unter Normoxie wie unter Hypoxie nachgewiesen 
werden. 
 
4.3.3.1.2. Ergebnisse der Proteinexpression der HEY-Zelllinie nach 72-
stündiger Inkubation 
 
Analog zu dem Versuchsaufbau aus 4.3.3.1.1. wurden die HEY-Zellen mit den 
gleichen Medikamentenkombinationen, aber mit einer verlängerten 
Inkubationszeit von 72 Stunden kultiviert. 
Die Expressionsanalyse präsentierte eine gesteigerte Expression von phospho-
AKT und phospho-ERK bei Kombinationsbehandlung mit Etoposid und 
Rapamycin, welche durch zusätzliche Gabe von Metformin nahezu vollständig 
reprimiert wurde. Nur durch die Dreifachkombination zeigte sich noch eine 
geringe phospho-AKT Expression in sowohl Norm- als auch Hypoxie. AKT und 
ERK hingegen wurden in Normoxie bei Behandlung mit Metformin wieder 
verstärkt exprimiert. 
Eine partielle PARP-Spaltung ließ sich in allen Proben erkennen. In Normoxie 
und Hypoxie trat sie bei Behandlung mit der Kombination sowohl aus Etoposid 
und Rapamycin als auch Etoposid und Metformin jedoch in größerem Maße 
auf. Unter normoxischen Bedingungen konnten zudem die alleinige Gabe von 
Rapamycin und auch die Dreifachkombination den gleichen Effekt in den HEY-
Zellen erzielen. 
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Abbildung 33 Ergebnisse der Proteinexpressionsanalyse von AKT, ERK, HIF-1α und 
PARP in der HEY-Zelllinie nach Behandlung mit Etoposid, Rapamycin und Metformin 
(72h) 
Dargestellt ist die Proteinexpression in HEY-Zellen für phospho-AKT, AKT, phospho-ERK, ERK, 
HIF-1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 72-stündiger Bebrütung. 
Neben der Inkubation in Medium ohne Medikamentenzugabe wurden folgende Medikamente 
und Kombinationen verwendet: Etoposid (0,5μM), Etoposid (0,5μM) + Rapamycin (1nM), 
Metformin (10mM), Etoposid (0,5μM) + Metformin (10mM), Etoposid (0,5μM) + Rapamycin 
(1nM) + Metformin (10mM).  
Die Zellen wurden jeweils unter Normoxie oder Hypoxie (mit einem Sauerstoffgehalt von 1%) 
inkubiert. 
 
4.3.3.2. Ergebnisse der Proteinexpression der IGROV-1-Zelllinie  
 
4.3.3.2.1. Ergebnisse der Proteinexpression der IGROV-1-Zelllinie nach 24-
stündiger Inkubation 
 
Auch für die IGROV-1-Zellen wurde eine Western-Blot Untersuchung für 
verschiedene Medikamentenkombinationen aus Etoposid, Rapamycin und 
Metformin durchgeführt. 
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Abbildung 34 Ergebnisse der Proteinexpressionsanalyse mittels Western-Blot in der 
IGROV-1-Zellinie nach Behandlung mit Etoposid, Rapamycin und Metformin (24h) 
Dargestellt ist die Proteinexpression in IGROV-1-Zellen für phospho-AKT, AKT, phospho-ERK, 
ERK, HIF-1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 24-stündiger Inkubation. 
Neben der Inkubation in Medium ohne Medikamentenzugabe wurden folgende Medikamente 
und Kombinationen verwendet: Etoposid (0,5μM), Etoposid (0,5μM) + Rapamycin (1nM), 
Metformin (10mM), Etoposid (0,5μM) + Metformin (10mM), Etoposid (0,5μM) + Rapamycin 
(1nM) + Metformin (10mM). 
Die Zellen wurden jeweils unter Normoxie oder Hypoxie (mit einem Sauerstoffgehalt von 1%) 
inkubiert. 
 
Bei diesem Versuch ließ sich bei Vergleich von Normoxie und Hypoxie eine 
leichte Reprimierung der Proteinexpression unter Hypoxie für die Proteine 
phospho-AKT, AKT und phospho-ERK feststellen. 
Die Behandlung mit Metformin senkte die Expression von phospho-AKT und 
phospho-ERK sowohl in Normoxie als auch in Hypoxie. Bei Rapamycin-Gabe in 
der Dreifachkombination hob sich dieser Effekt teilweise wieder auf. 
PARP lag in diesem Versuch nur in ungespaltener Form vor, wodurch sich 
somit kein Apoptose-Nachweis erbringen ließ. 
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4.3.3.2.1. Ergebnisse der Proteinexpression der IGROV-1-Zelllinie nach 72-
stündiger Inkubation 
Die Expressionsanalyse der Proteine ergab für die 72-Stunden-Werte eine 
Steigerung der Expression von phospho-AKT, phospho-ERK und AKT bei 
Behandlung mit Etoposid oder der Kombination aus Etoposid und Rapamycin 
unter Normoxie. Die Kombinationsbehandlung aus Etoposid und Rapamycin 
erhöhte außerdem die Expression von phospho-AKT und phospho-ERK unter 
Hypoxie.  
 
 
Abbildung 35 Ergebnisse der Proteinexpressionsanalyse von AKT, ERK, HIF-1α und 
PARP in der IGROV-1-Zelllinie nach Behandlung mit Etoposid, Rapamycin und Metformin 
(72h) 
Dargestellt ist die Proteinexpression in IGROV-1-Zellen für phospho-AKT, AKT, phospho-ERK, 
ERK, HIF-1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 72-stündiger Inkubation. 
Neben der Inkubation in Medium ohne Medikamentenzugabe wurden folgende Medikamente 
und Kombinationen verwendet: Etoposid (0,5μM), Etoposid (0,5μM) + Rapamycin (1nM), 
Metformin (10mM), Etoposid (0,5μM) + Metformin (10mM), Etoposid (0,5μM) + Rapamycin 
(1nM) + Metformin (10mM). 
Die Zellen wurden jeweils unter Normoxie oder Hypoxie (mit einem Sauerstoffgehalt von 1%) 
inkubiert. 
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Durch Metformin wurde dieser Effekt wieder aufgehoben und die Expression 
von phospho-AKT und phospho-ERK nahm wieder deutlich ab. Allein die 
Dreifachkombination, die auch Rapamycin beinhaltete, konnte die Expression 
von phospho-AKT trotz Metforminbehandlung wieder verstärken. 
Ein Apoptosenachweis konnte durch die Detektion des gespaltenen PARP-
Proteins für alle mit Metformin behandelten Proben erbracht werden. Am 
deutlichsten erfolgte die Reaktion bei den mit Etoposid und Metformin in 
Kombination behandelten Zellen. 
 
4.3.3.3. Ergebnisse der Proteinexpression der SKOV-3-Zelllinie  
 
4.3.3.3.1. Ergebnisse der Proteinexpression der SKOV-3-Zelllinie nach 24-
stündiger Inkubation 
 
Identisch zu den Linien HEY und IGROV-1 wurde auch für die SKOV-3-Zelllinie 
eine Western-Blot Untersuchung für verschiedene Medikamenten-
kombinationen aus Etoposid, Rapamycin und Metformin durchgeführt. 
In der Detektion der Proteinexpression der SKOV-3-Zellen ließ sich eine 
Herabregulation von phospho-AKT in Normoxie durch Etoposid, Metformin oder 
der Kombination aus beidem erkennen. 
Die ERK-Aktivierung zeigte keine signifikanten Unterschiede, fiel aber unter 
Hypoxie ingesamt stärker aus. 
Bei HIF-1α zeigte sich eine auffällige Zunahme der Expression durch 
Metforminbehandlung, die durch gleichzeitige Zugabe von Rapamycin wieder 
eingeschränkt wurde. 
Eine PARP-Spaltung prägte sich in den SKOV-3-Zellen nach 24-stündiger 
Inkubation nicht aus. 
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Abbildung 36 Ergebnisse der Proteinexpressionsanalyse mittels Western Blot in der 
SKOV-3-Zelllinie nach Behandlung mit Etoposid, Rapamycin und Metformin (24h) 
Dargestellt ist die Proteinexpression in SKOV-3-Zellen für phospho-AKT, AKT, phospho-ERK, 
ERK, HIF-1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 24-stündiger Inkubation. 
Neben der Inkubation in Medium ohne Medikamentenzugabe wurden folgende Medikamente 
und Kombinationen verwendet: Etoposid (0,5μM), Etoposid (0,5μM) + Rapamycin (1nM), 
Metformin (10mM), Etoposid (0,5μM) + Metformin (10mM), Etoposid (0,5μM) + Rapamycin 
(1nM) + Metformin (10mM). 
Die Zellen wurden jeweils unter Normoxie oder Hypoxie (mit einem Sauerstoffgehalt von 1%) 
inkubiert. 
 
4.3.3.3.2. Ergebnisse der Proteinexpression der SKOV-3-Zelllinie nach 72-
stündiger Inkubation 
 
Abbildung 37 zeigt die Proteinexpression der SKOV-3-Zellen nach 72-stündiger 
Inkubation. 
Die Detektion von phospho-AKT zeigte eine deutliche Reprimierung der 
Expression bei der Behandlung mit Metformin. Wie auch in den HEY- und 
teilweise in den IGROV-1-Zellen gesehen, wurde dieser von Metformin 
verursachte Effekt in der dreifachen Kombination durch Rapamycin 
aufgehoben.  
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Für phospho-ERK ließ sich ein ähnliches Muster erkennen, unter Normoxie 
wurde die Expression jedoch auch noch bei Zugabe der Dreifachkombination 
durch Metformin inhibiert. Die Behandlung mit Etoposid und Rapamycin 
zusammen verübte einen aktivierenden Effekt auf die phospho-ERK-
Expression. 
Das Spaltprodukt von PARP wurde in dieser Western-Blot Untersuchung nicht 
detektiert, sodass keine Apoptose in diesen Zellen nachgewiesen werden 
konnte. 
 
 
Abbildung 37 Ergebnisse der Proteinexpressionsanalyse von AKT, ERK, HIF-1α und 
PARP in der SKOV-3-Zelllinie nach Behandlung mit Etoposid, Rapamycin und Metformin 
(72h) 
Dargestellt ist die Proteinexpression in SKOV-3-Zellen für phospho-AKT, AKT, phospho-ERK, 
ERK, HIF-1α, PARP, cleaved PARP und β-Aktin bei 72-stündiger Inkubation. 
Neben der Inkubation in Medium ohne Medikamentenzugabe wurden folgende Medikamente 
und Kombinationen verwendet: Etoposid (0,5μM), Etoposid (0,5μM) + Rapamycin (1nM), 
Metformin (10mM), Etoposid (0,5μM) + Metformin (10mM), Etoposid (0,5μM) + Rapamycin 
(1nM) + Metformin (10mM). 
Die Zellen wurden jeweils unter Normoxie oder Hypoxie (mit einem Sauerstoffgehalt von 1%) 
inkubiert. 
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5. Diskussion 
 
Mehr als 60% der Frauen, die in Deutschland mit einem Ovarialkarzinom 
diagnostiziert werden, zeigen ein fortgeschrittenes Tumorstadium, bei dem die  
5-Jahres-Überlebensrate nur 38% beträgt (GBE des Bundes, 2013). 
Obwohl die Standardtherapie mit der Kombination aus operativer 
Tumorentfernung und Chemotherapie zu Beginn der Behandlung meist gut 
anspricht, erleiden mehr als 70% der Patientinnen ein Rezidiv oder entwickeln 
eine Chemotherapieresistenz gegenüber platin- und taxanhaltigen Mitteln 
(Heintz et al., 2006; Monk und Coleman, 2009). Das Ansprechen auf die 
nachfolgend eingesetzten sog. second-line Chemotherapeutika ist meist 
deutlich schlechter und nur von kurzer Dauer (Agarwal & Kaye, 2003). 
Deshalb besteht die dringende Notwendigkeit, neue, individualisierte 
Therapiekonzepte zu entwickeln, die die Effektivität der gängigen 
Chemotherapeutika steigern und entstandene Resistenzen überwinden, um so 
das klinische Behandlungsergebnis der betroffenen Patientinnen zu verbessern. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen der Effekte von 
Rapamycin in Kombination mit konventionellen Chemotherapeutika unter 
sowohl Normoxie als auch Hypoxie durchgeführt, da die Versorgung des 
Gewebes mit Sauerstoff in Tumoren bekannterweise stark variieren kann (Keith 
et al., 2012). Krebszellen verfügen über genetische und adaptive 
Veränderungen, die es ihnen ermöglichen, unter Hypoxie zu überleben und sich 
weiterhin zu teilen (Harris, 2002). So zeigten Papandreou et al., dass 
Krebszellen bis zu einer Sauerstoffkonzentration von 0,5% weiterhin in 
unveränderter Kinetik proliferieren können (Papandreou et al., 2005). 
Für die hier durchgeführten Hypoxie-Untersuchungen wurde ein Gas-Gemisch 
mit einem Sauerstoffgehalt zwischen 0% und 1% verwendet. Auch bei 
Verwendung eines Gasgemisches mit 0% Sauerstoff ist anzunehmen, dass 
trotz ausreichend langer Begasung ein Rest Sauerstoff z. B. aus dem Medium 
zurückbleibt, sodass ein tatsächlicher Sauerstoffgehalt von über 0% aber 
maximal 1% während der Versuchsdauer erreicht wird. 
Bereits unter Normoxie konnte eine Expression von HIF-1α in den von uns 
verwendeten Zelllinien HEY, IGROV-1 und SKOV-3 nachgewiesen werden. 
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Dies ist übereinstimmend mit Beobachtungen aus vergangenen 
Untersuchungen, in denen HIF-1α auch bereits unter normoxischen 
Bedingungen hochreguliert war (Cheng, J.C. et al, 2013; Kockar et al., 2012; 
Cheng, Y. et al., 2012; Song et al., 2009). So verändert nicht allein eine 
Hypoxie im Gewebe den Expressionsstatus von HIF-1α, sondern auch 
Wachstumsfaktoren oder aktivierte Signalwege, wie z. B. der MAP-Kinase-
Signalweg, welche eine Erhöhung des Proteinlevels von HIF-1α erreichen 
können (Kockar et al., 2012). In SKOV-3-Zellen beispielsweise konnte HIF-1α 
unter Normoxie bei Behandlung mit EGF verstärkt nachgewiesen werden 
(Cheng, J.C. et al, 2013). Divergenzen im Expressionsmuster könnten somit an 
unterschiedlichen Konzentrationen der Einfluss-nehmenden Proteine in den 
Zellen liegen. 
In den HEY und IGROV-1-Zellen wurde die Expression von HIF-1α unter 
Hypoxie noch gesteigert, während sie sich in den SKOV-3-Zellen nicht 
veränderte. Für die HEY-Zelllinie wurde eine Regulation des HIF-1α-Status 
durch Hypoxie bereits beschrieben (Spinella et al., 2002), wenn auch dort HIF-
1α unter Normoxie nicht nachgewiesen werden konnte. 
Insgesamt deuten die Ergebnisse daraufhin, dass die HIF-1α-Expression durch 
Hypoxie beeinflusst wird, aber nicht vollständig von Sauerstoffmangel abhängig 
ist und sich Zelllinien-spezifisch unterscheidet. 
Die Hypoxie erzielte keinen apoptotischen Effekt, sondern höchstens ein leicht 
vermindertes Zellwachstum. Wie von Papandreou beschrieben, muss eine 
schwere Hypoxie mit einem Sauerstoffgehalt von 0,01% erzeugt werden, um 
eine Apoptose in Krebszellen induzieren zu können. Die Apoptose wurde dabei 
unabhängig vom HIF-1α-Status eingeleitet (Papandreou et al., 2005), was den 
Schluss zulässt, dass HIF-1α nicht als alleiniger Mediator die Effekte von 
Hypoxie auf Krebszellen kontrolliert. 
HIF-1α ist ein der Serin-Threonin-Kinase mTOR nachgeschalteter 
Transkriptionsfaktor. Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg selbst spielt eine zentrale 
Rolle im Wachstum, der Proliferation und Apoptose von Zellen und liegt in 
vielen Tumortypen konstitutiv aktiviert vor. Bei Ovarialkarzinomzelllinien ist eine 
erhöhte phospho-AKT-Expression in bis zu 84% der Fälle zu beobachten, die 
zudem bei 61% der untersuchten Zellen mit einer Erhöhung von phospho-
mTOR vergesellschaftet ist (Altomare et al., 2004; Loar et al., 2010). 
Medikamente, die nachgeschaltete Zielproteine des PI3K/AKT-Signalweges, 
70 
 
wie z. B. mTOR, inhibieren, könnten folglich spezifisch Tumorzellen töten, 
deren Überleben von einer konstitutiven AKT-Aktivierung abhängt. 
Der Einsatz von mTOR-Inhibitoren wie Rapamycin und dessen Derivaten ist 
somit eine vielversprechende, neuartige Behandlungsstrategie, die für viele 
Tumortypen Wirkung bewiesen hat. Für Rapamycin ergaben vorausgegangene 
Untersuchungen z. B. proliferationshemmende Effekte in Bronchialkarzinom-, 
Endometriumkarzinom- und Mammakarzinomzelllinien schon für 
Konzentrationen im nanomolaren Bereich (Niu et al., 2011; Bae-Jump et al., 
2009; Shafer et al., 2010; Li et al., 2012). Für das Derivat Everolimus (RAD001) 
wurde eine Inhibition der Proliferation von Ovarialkarzinomzelllinien in vitro  
(Treeck et al., 2006; Beuvink et al., 2005) und im Xenograft-Modell des 
klarzelligen Ovarialkarzinoms eine signifikante Verminderung des 
Tumorwachstums in vivo gezeigt (Mabuchi et al., 2009). In transgenen Mäusen, 
die spontan seröse Adenokarzinome des Ovars bilden, reduzierte es die 
Tumorlast um 84%, auch wenn es die Inzidenz nicht zu senken vermochte 
(Mabuchi et al., 2007a). 
In dem hier durchgeführten Versuch erwirkte Rapamycin schon bei der 
geringsten verwendeten Konzentration von 0,05μM einen deutlichen 
proliferationshemmenden Effekt in sowohl den parentalen als auch 
Chemotherapie-resistenten Ovarialkarzinomzelllinien, der auch bei Erhöhung 
der Konzentration bis auf 5μM gleichmäßig stark blieb. Erst ab einer 
Konzentration von 50μM wurde das Zellwachstum noch deutlicher gehemmt. 
Ähnliche Resultate, in denen Rapamycin auch bei Steigerung der Dosierung 
zunächst einen gleichbleibenden Effekt erzielte und nur bei höherer Dosis im 
mikromolaren Bereich verstärkt wirkte, ließen sich in der Arbeit von Loar et al. 
erkennen (Loar et al., 2010).  
Erklären lässt sich diese Wirkung dadurch, dass Rapamycin in niedrigen Dosen 
generell eher eine zytostatische als eine zytotoxische Wirksamkeit entfaltet, 
indem es einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase oder zumindest eine 
Verlangsamung der Zellzyklusprogression verursacht, anstatt direkt die 
Apoptose der Zelle zu induzieren (Sawyers 2003; Albers et al., 1993; 
Podsypanina et al., 2001; Neshat et al., 2001; Fingar et al., 2004; Yellen et al., 
2011). Eine Apoptoseinduktion konnte in einigen Tumorzellen erst bei 
Verwendung mikromolarer Konzentrationen ausgelöst werden (Chen et al., 
2003; Chen et al., 2005; Gadir et al., 2008). 
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Während Rapamycin die Phosphorylierung des mTORC1-Substrates S6-Kinase 
bereits in einer geringen nanomolaren Dosis hemmt (Choo und Blenis, 2009), 
wird die Phosphorylierung eines anderen wichtigen mTORC1-Substrates, des 
4E-BP1, bei Rapamycin-Konzentrationen unter 500nM nicht beeinträchtigt 
(Choo et al., 2008; Choo und Blenis 2009; Thoreen et al., 2009). Außerdem 
wurde berichtet, dass Rapamycin in nanomolarer Konzentration die Assoziation 
von mTOR und Raptor, einer wichtigen Komponente des mTORC1, 
abschwächen kann (Kim et al., 2002). Yellen et al. wiesen eine irreversible 
Dissoziation von mTOR und Raptor bei hohen Dosen von Rapamycin (20μM) in 
Mammakarzinomzelllinien nach und kamen folgend zu dem Schluss, dass die 
verschiedenen Effekte von gering- und hochdosiertem Rapamycin auf mTORC1 
abhängig von der unterschiedlich starken Wirkung auf die Bindung von mTOR 
und Raptor seien. Während geringe Dosen die Struktur des Komplexes nur so 
stark beeinträchtigten, dass eine S6-Kinase-Aktivierung nicht mehr stattfinden 
konnte, schädigten hohe Dosen den Komplex so massiv, dass 4E-BP1 nicht 
mehr als Substrat erkannt wurde (Yellen et al., 2011). 
Da 4E-BP1 mitunter die Zellproliferation kontrolliert (Dowling et al., 2010), ist 
der apoptotische Effekt von hochdosiertem Rapamycin möglicherweise auf die 
Suppression der 4E-BP1-Phosphorylierung und der nachfolgenden Inhibition 
von eIF4E zurückzuführen. Passend zu den Untersuchungen von Yellen et al., 
in denen die Dosis, die nachweisbar zu einer Apoptoseinduktion führte, 
zwischen 2μM und 20μM lag, wurde in den vorliegenden Ergebnissen eine 
Induktion von Apoptose und eine Hemmung der HIF-1α-Expression bei 
Behandlung mit 5μM Rapamycin mittels Western Blot nachgewiesen. Zusätzlich 
würde die These von Yellen et al. die zunehmende Inhibition der 
Zellproliferation bei einer Dosis von 50μM Rapamycin erklären.  
Eine Rapamycin-Monotherapie kann folglich wirksam sein, zeigte jedoch an 
anderer Stelle häufig nur einen begrenzten Antitumoreffekt (Pandya et al., 
2007; Hudes et al., 2007; Behbakht et al., 2011) und die 
Plasmakonzentrationen, die eine Zellapoptose induzieren könnten, sind 
wahrscheinlich nicht mit tolerabler Toxizität zu erreichen (Yellen et al., 2011). 
Eine Möglichkeit, eine tolerable Toxizität von Rapamycin für Normalgewebe, 
aber dennoch eine zytotoxische Wirkung auf die Tumorzellen zu erreichen, 
stellt die Kombination mit Chemotherapeutika dar, die schon einen 
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synergistischen, zytotoxischen Effekt auf verschiedene Tumortypen erzielen 
konnte (Lei et al., 2009; Calabro et al., 2008; Mondesire et al., 2004).  
Die Kombination aus Rapamycin und Cisplatin zeigte in den hier 
durchgeführten Proliferationassays der parentalen Zelllinien die beste Wirkung. 
In allen drei Zelllinien konnte die Kombination das Wachstum stärker hemmen, 
als die einzelnen Medikamente. So sensitivierten schon geringe 
Konzentrationen von Rapamycin (5nM) die Zellen für eine Behandlung mit 
Cisplatin. 
Auch in den resistenten HEY-Zelllinien wurden durchweg zunehmende 
proliferationshemmende Effekte durch die Kombination beobachtet, v. a. in den 
Taxan-resistenten Zelllinien, die eher Cisplatin-sensitiv sind. Selbst die 
Cisplatin-resistenten Zellen, bei denen zwar 1µM Cisplatin schon eine teilweise 
Hemmung der Proliferation bewirkte, wurden durch die zusätzliche Gabe von 
Rapamycin auf Cisplatin sensitiviert und stärker als durch die einzelnen 
Medikamente in ihrem Wachstum beeinflusst. 
Bei der Behandlung der parentalen Zellen mit Etoposid und Rapamycin konnte 
die Kombination in den sensitiven HEY-Zellen synergistische Effekte erzielen, 
während in den weniger sensitiven IGROV-1 und SKOV-3 Zellen bei 
Kombinationsbehandlung der wachstumshemmende Effekt allein auf 
Rapamycin zurückzuführen war. Hier ergab sich also kein weiterer Gewinn der 
Effektivität durch die Kombination. Bei sämtlichen resistenten Zellen hingegen 
wurde die Proliferation durch die Kombinationsbehandlung noch stärker 
gehemmt; schon eine geringe Konzentration von Rapamycin sensitivierte die 
Zellen -auch die Etoposid-resistenten -für Etoposid.  
Auf die Kombinationsbehandlung mit Rapamycin und Docetaxel reagierten nur 
die sensitiven HEY-Zellen mit einer weiteren Wachstumshemmung, während in 
den resistenten IGROV-1- und SKOV-3-Zellen der proliferationshemmende 
Effekt auch in der Kombination allein Rapamycin beizumessen war. In den 
resistenten HEY-Zellen ließ sich für die Cisplatin- und Etoposid-resistenten 
Zellen, nicht aber für die Taxan-resistenten Zellen, ein weiterer Nutzen durch 
die Kombinationsbehandlung mit Docetaxel und Rapamycin feststellen. 
Paclitaxel kombiniert mit Rapamycin zeigte keinen weiteren Benefit in den 
parentalen Linien und nur einen geringen verstärkenden Effekt in den 
resistenten HEY-Zellen. Zusammenfassend gesehen sind die v. a. konsistent 
guten proliferations-hemmenden Effekte der Kombinationsbehandlung aus 
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Cisplatin und Rapamycin klinisch relevant, da das Cisplatin-Derivat Carboplatin 
das First-line Chemotherapeutikum in der Therapie des Ovarialkarzinoms ist. 
Die Kombination mit Rapamycin könnte somit zu einer Reduktion der 
erforderlichen Dosis von platinhaltigen Medikamenten, die kumulativ oto-, 
nephro- und neurotoxische Nebenwirkungen auslösen (Rote Liste 2014), 
beitragen. In Endometriumkarzinomzellen konnte für eine platinhaltige 
Kombination mit Rapamycin ein synergistisch antiproliferativer Effekt und eine 
Verbesserung der Cisplatin-induzierten Apoptose bereits in geringen Dosen 
nachgewiesen werden. Die IC50 von Cisplatin konnte dabei um das 2- bis 3-
fache reduziert werden (Bae-Jump et al., 2009). Shi et al. zeigten schon 1995 
einen verbesserten Apoptose-induzierenden Effekt durch die Kombination aus 
Rapamycin und Cisplatin bei SKOV-3-Zellen. Mit 1ng/ml Rapamycin und 5µM 
Cisplatin wurden dabei ähnliche Konzentrationen wie in der vorliegenden Arbeit 
ermittelt (Shi et al., 1995). Loar et al. wiesen nach, dass die Kombination von 
Rapamycin und Cisplatin bei SKOV-3-Zellen den intrinsischen apoptotischen 
Signalweg aktiviert (Loar et al., 2010). Itamochi et al. hingegen fanden 
antagonistische Effekte auf die Proliferationshemmung durch Kombinationen 
von Rapamycin und Cisplatin oder Paclitaxel bei einigen 
Ovarialkarzinomzelllinien, wie z. B. der SKOV-3-Zelllinie. Ein synergistischer 
Effekt auf die Proliferationshemmung von Cisplatin und Rapamycin wurde nur in 
der KF-Zelllinie, die eine hohe Akt/mTOR-Aktivität aufwies, gezeigt, wobei in 
dieser Arbeit keine Konzentrationsangabe der Medikamente vorlag (Itamochi et 
al., 2011). Übereinstimmend mit den hier erhobenen Ergebnissen wurde 
allerdings eine gesteigerte Akt/mTOR-Aktivität bei SKOV-3-Zellen und ebenfalls 
auch eine verbesserte Cisplatin-induzierte Apoptose durch das Rapamycin-
Derivat RAD001 beobachtet (Mabuchi et al., 2007b).   
Es bleibt festzustellen, dass die Kombination aus Cisplatin und Rapamycin 
Erfolge verzeichnet, die für Zelllinien individuell unterschiedlich stark ausfallen 
können. Zellen, die ohnehin schon empfindlicher auf Cisplatin reagieren, 
werden von Rapamycin in größerem Maße für die Wirkungen von Cisplatin 
sensitiviert als eher Cisplatin-unempfindliche Zelllinien.  
Bei den resistenten Zelllinien zeigte die Kombinationsbehandlung mit Etoposid 
und Rapamycin insgesamt den besten Effekt. Dies ist ebenfalls von klinischer 
Relevanz, da nach der First-line Therapie häufig Resistenzen gegenüber Platin 
und Taxanen auftreten und eine Sensitivierung für Etoposid durch Rapamycin 
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diese Kombinationstherapie interessant für eine Gabe bei Rezidiven machen 
könnte. Für die Kombination von Etoposid und Rapamycin wurden schon 
synergistische Effekte auf die Wachstumshemmung von Ovarialkarzinom-
Zelllinien in vitro unabhängig vom Expressionsstatus  von Akt oder mTOR 
beobachtet. Diese Kombination konnte auch im Vergleich zur alleinigen 
Behandlung mit Rapamycin oder Etoposid signifikant das Überleben von 
Nacktmäusen mit Ovarialkarzinom-Xenografts verlängern (Itamochi et al., 
2011). 
Obwohl die Kombination von Docetaxel oder Paclitaxel mit Rapamycin schon 
signifikante Effekte in Versuchen mit Bronchialkarzinomzellen und 
Endometriumkarzinomzellen erreichen konnte (Niu et al., 2011; Shafer et al., 
2010), waren diese in den vorliegenden Ergebnissen weniger ausgeprägt als 
die Effekte von Cisplatin oder Etoposid. Für die Kombination mit Paclitaxel stellt 
sich die Frage, ob die Konzentration hoch genug gewählt wurde, weil die 
proliferationshemmende Wirkung von Paclitaxel und Rapamycin zusammen 
identisch zu der von Rapamycin allein war. Eine gesteigerte Wirkung dieser 
Kombination im Ovarialkarzinom kann nachgewiesenermaßen durch eine 
zusätzliche, gleichzeitige Gabe eines MEK-Inhibitors erreicht werden, da 
Paclitaxel sowohl den PI3K- als auch den Raf-MAPKK-Signalweg aktiviert 
(Kawaguchi et al., 2007). 
Insgesamt ist festzustellen, dass Rapamycin die Zytotoxizität von ausgewählten 
Chemotherapeutika potenzieren kann, bzw. die eingesetzten Konzentrationen 
des Zytostatikums herabsetzen kann. Pauschalaussagen zum Ausmaß der 
Effektivität sind aufgrund der vielfältigen Zelleigenschaften schwer zu treffen, da 
die Identifizierung möglicher Resistenzen wichtig ist und diese sich erheblich 
auf Erfolg oder Versagen einer Therapie auswirkt.  
Um ein besseres Verständnis der Regulation der Proliferationshemmung durch 
Einzel- und kombinierte Gabe von Rapamycin und der Chemotherapeutika  zu 
erlangen, wurden im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls die Effekte der 
Medikamente auf relevante Zielproteine der proproliferativen Signalwege 
(PI3K/AKT- und MAPK) wie phospho-AKT und phospho-ERK und das Ausmaß 
induzierter Apoptose untersucht.  
So konnte in den parentalen chemosensitiven HEY- und intermediär-sensitiven 
IGROV-1-, aber nicht chemoresistenten SKOV-3-Zellen bei einer Inkubations-
zeit von 24 Stunden eine Herabregulation von phospho-AKT durch Cisplatin 
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beobachtet werden, die bei Zugabe von Rapamycin zusätzlich verstärkt wurde. 
Cisplatin erzielte bei dieser Inkubationsdauer zudem einen apoptotischen 
Effekt, der in den HEY- und IGROV-1-Zellen deutlich stärker als in den  
SKOV-3-Zellen ausfiel. Bei einer Inkubationszeit von 72 Stunden wurde 
phospho-AKT bei Zugabe von Rapamycin hingegen wiederum verstärkt 
exprimiert, was durch einen Feedback-Mechanismus durch die Aktivierung des 
mTORC2 in Abhängigkeit der vorangegangenen Reprimierung von phospho-
AKT erklärbar sein könnte (Sarbassov et al., 2005). Ein anderes Modell 
postuliert die gesteigerte AKT-Aktivität nach Rapamycin-Behandlung als ein 
Ergebnis erhöhter Aktivität von IGF-Signalwegen (O´Reilly et al., 2006; 
Tamburini et al., 2008). Die verminderte Apoptoseinduktion nach 72-stündiger 
Inkubation ergibt sich aus den hier eingesetzten niedrigeren 
Medikamentenkonzentrationen. Höhere Konzentration von Cisplatin und 
Rapamycin in einem kürzeren Zeitraum verstärkten die Apoptose also mehr, als 
niedrigere Konzentration bei längerer Inkubationszeit. Hier zeigte sich allerdings 
in der sensitiven HEY-Zellinie durch die zusätzliche Gabe von Rapamycin trotz 
geringer Konzentrationen eine nochmals verstärkte Apoptose. 
Auch in den resistenten Zelllinien ließ sich nach 24 Stunden Inkubation eine 
leichte Reprimierung von phospho-AKT durch Cisplatin erkennen, die 
interessanterweise durch Rapamycin wieder aufgehoben bzw. sogar verstärkt 
wurde. Im Gegensatz zur 24-stündigen Inkubation zeigte sich in dem für  
72 Stunden inkubierten Ansatz tendenziell eher eine Verminderung der 
Expression von phospho-AKT bei der Kombinationsbehandlung aus Cisplatin 
und Rapamycin, die in den Cisplatin-, Etoposid- und Docetaxel-resistenten 
Zellen zudem mit einer verstärkten Apoptose einherging. Eine eingeschränkte 
phospho-AKT-Expression lässt folglich eine gesteigerte Apoptose vermuten 
(Song et al., 2005). 
Auffällig ist, dass die Kombination aus Cisplatin und Rapamycin die phospho-
AKT-Expression in den für 72 Stunden inkubierten sensitiven Zellen nicht 
stärker verringern konnte als die Behandlung mit Cisplatin allein, während dies 
bei den resistenten Zellen nach 72 Stunden größtenteils erfolgte. Studien 
zeigen, dass die Verwendung von Rapamycin eine Rebound-Aktivierung von 
AKT über mTORC2 oder erhöhte Aktivität von IGF-Signalwegen zur Folge 
haben kann (Sarbassov et al., 2005, O´Reilly et al., 2006; Tamburini et al., 
2008). Eine Aktivierung von AKT wäre problematisch, da sie die Effektivität des 
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Wirkstoffes schmälern und die Entwicklung eines chemoresistenten Phänotyps 
fördern kann (Carew et al., 2011; Fraser et al., 2008; Page et al., 2000; Yang et 
al., 2006; Yang et al., 2008). Sarbassov et al. zeigten allerdings auch, dass 
Rapamycin den mTORC2-Aufbau bei einer Konzentration von 100nM mit 
zunehmender Inkubationszeit inhibieren kann, obwohl Foster et al. eine 
Konzentration im µM-Bereich für eine effektive Hemmung von mTORC2 für 
nötig halten (Sarbassov et al., 2006; Foster und Toschi, 2009). Gleichzeitig ist 
bekannt, dass Ovarialkarzinome oftmals durch  eine hohe Expression von AKT 
charakterisiert sind, die sie wiederum in ihrem Zellüberleben vom 
PI3K/AKT/mTOR-Signalweg abhängig und somit empfindlicher für Rapamycin 
macht (Loar et al., 2010; Gera et al., 2004). In Anlehnung an die vorliegenden 
Ergebnisse müssten positive Effekte durch Dosiserhöhung oder Verlängerung 
der Inkubationszeit auf die Rebound-Aktivierung von AKT weiterführend 
untersucht werden. Mazzoletti et al. konnten zudem zeigen, dass die bei 
Rapamycin-Gabe aktivierte Feedback-Schleife, die zur gesteigerter AKT-
Expression im Ovarialkarzinom führt, durch Gabe des dualen PI3K/mTORC-
Inhibitors PI-103 unterbrochen werden kann (Mazzoletti et al., 2011). Des 
Weiteren kann ein Einsatz von mTORC2-Inhibitoren in Erwägung gezogen 
werden. Für das Mammakarzinom wurden bereits Vorteile der mTOR-Kinase-
Inhibitoren PP242 und OSI-027 gegenüber Rapamycin beschrieben (Li et al., 
2012).  
Die Zugabe der Kombinationsbehandlung mit Cisplatin und Rapamycin schien 
 – auch im Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Inkubationszeiten – 
keinen einheitlichen Effekt auf die Expression von phospho-ERK in den 
parentalen Zelllinien zu haben. 
In den Etoposid- und Paclitaxel-resistenten Zellen wurde die phospho-ERK-
Expression durch Cisplatin verringert, wie es bereits von Kim et al. für 
Ovarialkarzinomzellen nachgewiesen werden konnte (Kim et al., 2012). In den 
Cisplatin- und Docetaxel-resistenten Zellen bewirkte eher die Kombinations-
behandlung eine Abnahme der Expression. 
In Anlehnung an die Proliferationsassays und die einheitlicheren Ergebnisse der 
mit Cisplatin behandelten Zellen nach 72-stündiger Inkubation wurden die mit 
Etoposid behandelten Zellen zur Proteinexpressionsanalyse ebenfalls für  
72 Stunden inkubiert. Während die Expression von phospho-AKT in den mit 
Etoposid und Rapamycin behandelten parentalen Zellen nahezu unverändert 
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blieb, wurde phospho-ERK in der HEY-Zelllinie bei Zugabe von Etoposid und in 
der SKOV-3-Zelllinie bei Zugabe der Kombinationsbehandlung vermehrt 
exprimiert. Eine erhöhte phospho-ERK-Expression konnte bereits in Etoposid 
behandelten Zervixkarzinom-Zelllinien beschrieben werden (Watanabe et al., 
2010). Bei den HEY-Zellen ließ sich gleichzeitig eine gesteigerte Apoptose 
erkennen. Umgekehrt dazu sank bei nicht nachweisbarer Apoptose die 
Expression von phospho-ERK in den IGROV-1-Zellen bei Zugabe von Etoposid. 
Und auch in den Cisplatin-resistenten HEY-Zellen reprimierte Etoposid sowohl 
die Expression von phospho-AKT als auch von phospho-ERK. Die Kombination 
mit Rapamycin steigerte diesen Effekt auf phospho-ERK zusätzlich und 
verstärkte die Apoptoseinduktion. Bei gleichzeitiger Inhibition des 
PI3K/AKT/mTOR- und des MAPK-Signalweges konnte also eine bessere 
Wirkung der Medikamente beobachtet werden. Im Gegensatz zu den Cisplatin-
resistenten HEY-Zellen wurde phospho-AKT bei den Etoposid-resistenten 
Zellen durch Zugabe der Kombinationsbehandlung und phospho-ERK durch 
Zugabe von Etoposid verstärkt exprimiert. Erwartungsgemäß reagierten die 
Etoposid-resistenten HEY-Zellen weniger empfindlich auf Etoposid und ließen 
trotz erhöhtem phospho-ERK keine gesteigerte Apoptose erkennen. In 
Brustkrebszellen zeigten Wei et al., dass die ERK-Expression sogar für den 
Etoposid-induzierten Zellarrest notwendig sei (Wei et al., 2010). Zur Steigerung 
der Apoptose könnte eine kombinierte Inhibition von AKT und ERK führen, 
welches bereits für Zelllinien diverser Entitäten, wie z. B. Prostata und 
Endometriumkarzinom beschrieben wurde (Wu et al., 2011, Kinkade et al., 
2008, Hoeflich et al., 2009, Jin et al., 2009). In den Taxan-resistenten Zellen 
wurden durch Etoposid und Rapamycin insgesamt nur geringe Effekte sichtbar: 
Die phospho-ERK-Expression wurde bei der Kombinationsbehandlung 
vermindert, die Apoptose dadurch aber nicht erhöht, was ein Hinweis darauf 
sein könnte, dass bei diesen Zellen eine gesteigerte Apoptose eher mit 
reprimiertem phospho-AKT als phospho-ERK einhergeht (Song et al., 2005). 
Während Cisplatin allgemein eine Herabregulation von phospho-AKT bewirkte 
und in der Mehrheit in Kombination mit Rapamycin eine stärkere Apoptose-
wirkung zeigte, schien Etoposid diesen Effekt nicht zu erzielen, sondern eher 
den proproliferativen ERK-Signalweg zu beeinflussen. 
Auffällig ist, dass  eine Kombination aus Cisplatin und Rapamycin besonders 
gut bei Taxan-resistenten Zellen oder eine Kombination aus Etoposid und 
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Rapamycin besonders gut bei Cisplatin-resistenten Zellen wirkt (Stordal et al., 
2007). Bemerkenswert ist außerdem, dass Rapamycin nur in den SKOV-3-
Zellen in Kombination mit Cisplatin bei 72-stündiger Inkubation zu einem 
Anstieg der phospho-ERK-Expression führte. Die Ergebnisse zeigen sonst 
durchweg eine verminderte oder gleichbleibende ERK-Aktivierung nach 
Rapamycingabe. Einige Studien lassen allerdings vermuten, dass eine 
mTORC1-Inhibition durch Rapamycin nicht nur über eine sekundäre Aktivierung 
des PI3K-Signalweges zu einem Anstieg von phospho-AKT, sondern über 
einen Feedback-Mechanismus auch zur Aktivierung des MAP-Kinase-Weges 
und Steigerung der phospho-ERK-Expression führen kann (Grant 2008, 
Chalhoub und Baker 2009). Carracedo et al. wiesen diesen Effekt v. a. für das 
Mammakarzinom nach (Carracedo et al., 2008). Soares et al. hingegen zeigten, 
dass eine Rapamycinbehandlung von Pankreaskarzinom-Zellen keine ERK-
Aktivierung nach sich zog. Vielmehr wurde dieser Effekt bei den aktuell oft 
untersuchten Inhibitoren der katalytischen Untereinheit von mTOR, wie 
beispielsweise PP242, beobachtet (Soares et al., 2013). Da eine gesteigerte 
Apoptose in den verwendeten Zelllinien eher mit einem reprimierten phospho-
AKT als phospho-ERK einherging und Rapamycin größtenteils keine 
nachteiligen Effekte auf die phospho-ERK-Expression hatte, stellt sich die 
Frage, ob eine gleichzeitige Inhibition von mTORC1 und der der ERK 
vorgeschalteten MAPK-Kinase MEK weitere Behandlungsvorteile bringen kann. 
Die in vivo Aktivität von kombinierter PI3K/mTOR- und MEK-Inhibition konnte 
zudem in einem Maus-Modell vom Ovarialkarzinom mit Kras(G12D); PTEN- 
Deletion eine beachtliche Tumorregression induzieren und die Überlebensdauer 
signifikant verbessern (Kinross et al., 2011). Außerdem konnte nachgewiesen 
werden, dass eine Inhibition der ERK-Aktivität die Sensibilität für Cisplatin von 
SKOV-3-Zellen erhöht (Persons et al., 1999; Hayakawa et al. 1999). Die 
genaue Rolle von ERK im Überleben von Ovarialkarzinom-Zellen müsste 
dennoch weiterhin untersucht werden, da in den HEY-Zellen eine gesteigerte 
phospho-ERK-Expression mit gesteigerter Apoptose einherging. Während also 
Rapamycin eine unerwünschte AKT-Aktivierung verursacht und Auswirkungen 
von einer ERK-Aktivierung auf die Behandlung eines Ovarialkarzinoms noch 
nicht gänzlich geklärt sind, hat das orale Antidiabetikum Metformin den Vorteil, 
mTORC1 ohne effektmindernde Auswirkungen auf diese proonkogenen 
Signalwege zu hemmen (Soares et al., 2013). 
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Retrospektive Daten von an Diabetes mellitus erkrankten Patienten deuten 
darauf hin, dass die Einnahme von Metformin das Karzinomrisiko reduziert und 
den Behandlungserfolg von verschiedenen Krebsarten verbessert (Bowker et 
al., 2006; Evans et al., 2005). Chan und Miskimins bescheinigen Metformin 
einen mit der Expositionszeit steigenden antiproliferativen Effekt auf 
verschiedene Ovarialkarzinom-Zelllinien. Obwohl aufgrund fehlender PARP-
Spaltung keine Apoptoseinduktion belegt werden konnte, vermochte Metformin 
die Koloniebildung von SKOV-3-Zellen zu hemmen (Chan und Miskimins, 
2012).  
Im hier durchgeführten Proliferationsassay der parentalen Ovarialkarzinom-
Zelllinien übte Metformin nur eine geringe Proliferationshemmung als 
Einzelwirkstoff in den sensitiven HEY-Zellen aus. Übereinstimmend mit den 
Ergebnissen von Chan und Miskimins wirkt Metformin allerdings gut bei weniger 
chemosensitiven Zelllinien wie SKOV-3. In den IGROV-1- und SKOV-3-Zellen 
war die Wirkung von Metformin stärker als bei den HEY-Zellen und ähnelte der 
alleinigen Rapamycin-Behandlung. In diesen Zellen konnte das Zellwachstum 
zunächst durch die Gabe von Metformin und Rapamycin, aber v. a. durch die 
Dreifachkombination mit zusätzlich Etoposid signifikant stärker gehemmt 
werden als durch die Zweifachkombination mit Etoposid und Rapamycin. 
Auch in vivo bewirkte Metformin in aktuellen Studien eine signifikante 
Wachstumsreduktion in Ovarialkarzinomen von Nacktmäusen. Die durch 
A2780-Ovarialkarzinomzellen induzierten Tumore wiesen eine Inhibition der 
Tumorzellproliferation und eine verminderte vitale Tumormasse auf. Des 
Weiteren konnte durch die Behandlung mit Metformin eine Metastasierung in 
die Lunge verhindert und eine wesentliche Steigerung der Cisplatin-induzierten 
Zytotoxizität verzeichnet werden (Rattan et al., 2011b). 
Die Anwendung eines erprobten Medikamentes wie Metformin, das über ein 
breites Sicherheitsprofil mit zahlreichen Patientendaten zur Dosierung verfügt, 
ist in der Krebstherapie besonders attraktiv. Das Risiko einer Laktatazidose ist 
gering und tritt nur bei gleichzeitiger Niereninsuffizienz auf (Salpeter et al., 
2003). Metformin greift nicht in den Insulinmetabolismus von gesunden 
Patienten ein und agiert so nebenwirkungsarm. Auf Zellebene bringt es den 
Vorteil, dass es trotz mTORC1-Inhibition über AMPK weder zu einer AKT- noch 
zu einer ERK-Aktivierung führt (Soares et al., 2013). Soares et al. bestätigten 
sogar einen inhibierenden Effekt von Metformin auf die ERK-Aktivierung in 
80 
 
Pankreaskarzinomzellen. Übereinstimmend mit diesen Ergebnissen wies die 
Proteinexpressionsanalyse mittels Western-Blotting ein reprimierenden Effekt 
von Metformin auf phospho-AKT und phospho-ERK in der HEY-Zelllinie nach. 
Die Zugabe von Rapamycin zu der Kombination aus Etoposid und Metformin 
hob den reprimierenden Effekt von Metformin auf phospho-AKT wieder auf, 
während die Zugabe von Etoposid diesen Effekt nicht beeinflusste. In den unter 
Normoxie inkubierten Proben konnte bei allen Ansätzen mit Etoposid-Zugabe 
eine Apoptose-Induktion nachgewiesen werden, während in den HEY-Zellen 
unter Hypoxie nur bei Kombination von Etoposid mit entweder Rapamycin oder 
Metformin Apoptose stattfand.  
Ähnlich zu den HEY-Zellen stellte sich bei den IGROV-1-Zellen ebenfalls eine 
Reprimierung von phospho-AKT und phospho-ERK durch Metformin dar. Die 
phospho-ERK-Expression war weniger stark ausgeprägt und unter Hypoxie 
wurde phospho-AKT durch Metformin weniger reprimiert als unter Normoxie. 
Obwohl Chan und Miskimins Metformin eine primär wachstumsinhibierende und 
nicht Apoptose-induzierende Wirkung beimaßen, ließ sich in allen mit Metformin 
behandelten IGROV-1-Ansätzen Apoptose nachweisen, die bei gleichzeitiger 
Gabe von Etoposid noch verstärkt wurde. Da Chan und Miskimins in ihrem 
Versuch keine IGROV-1- Zellen verwendeten, könnte es sich um einen Zelltyp-
abhängigen Effekt handeln. Obwohl sie eine bessere Wirkung bei längerer 
Expositionsdauer konstatierten, inkubierten sie aber im Unterschied zum 
vorliegenden Versuchsaufbau nur 48 Stunden mit einer Konzentration von 8mM 
Metformin anstatt 72 Stunden mit einer Konzentration von 10mM.  
Auch bei der Untersuchung der Proteinexpression der SKOV-3-Zellen ließ sich 
der reprimierende Effekt durch alleinige Metformin-Gabe auf phospho-AKT und 
phospho-ERK erkennen, ohne allerdings einzeln oder in Kombination Apoptose 
zu induzieren.  
Obwohl Metformin über AMPK-Aktivierung eine mTORC1-Inhibition vermittelt, 
lässt sich die reaktive AKT-Aktivierung, die bei mTORC-1-Inhibition durch 
Rapamycin auftreten kann, in den Proteinexpressionsanalysen nicht darstellen. 
In diesem Kontext ist relevant, dass AMPK auch das Insulin-Rezeptor-Substrat 
IRS-1 an Ser-794 der inhibitorischen Bindungsstelle phosphorylieren und 
dadurch die mögliche PI3K/Akt-Aktivierung abschwächen kann (Tzatsos et al., 
2007; Ning und Clemmons, 2010). Des Weiteren ist die Wachstumsinhibition 
von Ovarialkarzinomzellen durch Metformin nicht allein AMPK-abhängig (Rattan 
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et al., 2011a). Metformin kann außerdem durch Inhibition der mitochondrialen 
Atmungskette das Auftreten reaktiver Sauerstoffspezies in Zellen mit 
verändertem Metabolismus begünstigen und somit zum Zelltod führen (El-Mir et 
al., 2000). Diese komplexen Aktionswege werden es Tumorzellen erschweren, 
die antiproliferativen Effekte von Metformin schnell zu kompensieren und 
machen es somit zu einem vielversprechendem Medikament, dessen weitere 
Untersuchung im Rahmen der Anwendung in der Krebstherapie sinnvoll 
erscheint. 
Für Rapamycin lässt sich in der Zusammenschau der Ergebnisse sagen, dass 
es allein bereits das Zellwachstum inhibieren konnte, die Kombination mit 
Cisplatin oder Etoposid aber vermehrt additive, teilweise sogar synergistische 
Effekte zeigte. Die Proliferationshemmung und Apoptoseinduktion konnten so in 
sensitiven und „single-drug“-resistenten Zelllinien gesteigert werden. In der 
Kombination mit Metformin und Etoposid verstärkte Rapamycin auch die 
Proliferationshemmung in der multiresistenten SKOV-3-Linie. Generell zeigt 
sich jedoch, dass erzielte Effekte oft Zelllinien-spezifisch und von Resistenzen 
abhängig sind. Eine möglichst individuelle Therapie des Ovarialkarzinoms und 
weitergehende Forschung auf dem Gebiet der mTOR-Inhibitoren in der 
Krebstherapie sind daher erstrebenswert, um dass Potential des 
Kombinationsbehandlungsschemas mit bestmöglichem Erfolg für die 
Patientinnen einsetzen zu können. 
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6. Zusammenfassung 
Das Ovarialkarzinom ist das gynäkologische Malignom mit der höchsten 
tumorbedingten Letalität. Eine späte Diagnosestellung und sich schnell 
entwickelnde Chemotherapie-Resistenz sind Gründe für eine 5-Jahres-
Überlebensrate von nur 38%. Meist sind maligne Tumoren durch einen 
hypoxischen Status gekennzeichnet, welcher eine Überexpression des 
Hypoxie-induzierbaren Faktor 1alpha (HIF-1α) erzielt, wodurch dem Tumor das 
Überleben ermöglicht wird. Die Inhibition des mTOR-Signalweges 
einhergehend mit der Repression von HIF-1α soll eine bedeutende Rolle in der 
Hemmung von Tumorwachstum spielen. So ist es naheliegend, das Potential 
des mTOR-Inhibitors Rapamycin in Kombination mit gegenwärtig im 
Ovarialkarzinom eingesetzten Chemotherapeutika unter normoxischen und 
hypoxischen Bedingungen in Zytostatika-sensitiven als auch Zytostatika-
resistenten Linien zu untersuchen. Die chemosensitive Ovarialkarzinom-Zelllinie 
HEY wurde zur Herstellung von Subklonen, die resistent gegen die Zytostatika 
Cisplatin, Etoposid, Doce- und Paclitaxel sind, verwendet. Neben diesen 
wurden die intermediär resistente Linie IGROV-1 und die resistente Linie 
SKOV-3 mit Rapamycin bzw. einem der vier Zytostatika allein und auch mit der 
Kombination aus Rapamycin mit jedem der Chemotherapeutika behandelt. 
Zusätzlich wurde das Diabetesmedikament Metformin in Kombination mit 
Rapamycin und Etoposid eingesetzt. Zellproliferation, Apoptose sowie Proteine 
des mTOR-Signalweges wurden mittels Kristallviolettassay und Immunoblot-
Experimenten untersucht. Es konnten teilweise synergistische, aber vermehrt 
additive Effekte in allen Zelllinien durch die Behandlung mit der Kombination 
aus Rapamycin und sowohl Cisplatin als auch Etoposid nachgewiesen werden. 
Rapamycin inhibiert das Zellwachstum bereits durch alleinige Gabe in niedrigen 
Konzentrationen, steigert aber in Kombination mit Cisplatin und Etoposid die 
Proliferationshemmung und Apoptoseinduktion in sensitiven und „single-drug“-
resistenten Zelllinien über Beeinflussung des AKT-Signalweges. Vergleiche 
unter normoxischen und hypoxischen Bedingungen zeigten hierbei keine 
signifikanten Unterschiede. Kombiniert mit Metformin und Etoposid in der 
Dreifachkombination verstärkte Rapamycin auch die Proliferationshemmung in 
der multiresistenten SKOV-3-Zelllinie. Das Potential des vielversprechenden 
mTOR-Inhibitors Rapamycin sollte sowohl als alleiniges Medikament als auch in 
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Kombination mit Cisplatin, Etoposid und Metformin für die Behandlung des 
Ovarialkarzinoms weiterführend untersucht werden. 
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